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ΠΕΡΙΛΗΨΗ
Οι πρωτεΐνες NSCL1 (Neural Stem Cell Leukemia) και NSCL2 
αποτελούν μεταγραφικούς παράγοντες της οικογένειας των bHLH (basic 
Helix-Loop-Helix) μεταγραφικών παραγόντων. Η οικογένεια των bHLH 
μεταγραφικών παραγόντων κατέχει κεντρικό ρόλο σε διάφορα αναπτυξιακά 
γεγονότα στους ευκαρυωτικούς οργανισμούς. Τα γονίδια NSCL φαίνονται, 
μέσα από διάφορα πειράματα στον ποντικό και όχι μόνο, να εκφράζονται 
αποκλειστικά σε αναπτυσσόμενα νευρικά κύτταρα του Κ.Ν.Σ και του
Κατά τη διάρκεια της παρούσας εργασίας έγινε δυνατή η δημιουργία 
ελλειπτικών κατασκευών DNA της κωδικής περιοχής του γονιδίου του 
cNSCLl μεταγραφικού παράγοντα της όρνιθας με τη βοήθεια της PCR 
(Polymerase Chain Reaction) αντίδρασης. Το υπόστρωμα της PCR 
αντίδρασης αποτέλεσε η κωδική περιοχή του γονιδίου του cNSCLl που είχε 
προηγούμενα απομονωθεί από μία φαγική cDNA βιβλιοθήκη εμβρύου 
όρνιθας πέντε ημερών. Επίσης, χρησιμοποιώντας τις παραπάνω ελλειπτικές 
κατασκευές προσπαθήσαμε να ανιχνεύσουμε την περιοχή της κωδικής 
περιοχής του cNSCLl γονιδίου που ευθύνεται για την ικανότητα 
μεταγραφικής ρύθμισης που φέρει ο συγκεκριμένος μεταγραφικός 
παράγοντας. Βρέθηκε, με πειράματα διαμόλυνσης (transfection) κυττάρων 
θηλαστικών, πως ο μεταγραφικός παράγοντας cNSCLl δρα πράγματι σαν 
μεταγραφικός ενεργοποιητής, όπως είχε ήδη αναφερθεί από προηγούμενες 
μελέτες, αλλά ο εντοπισμός της δράσης της μεταγραφικής ενεργοποίησης 
περιπλέκεται αρκετά και χρειάζεται σίγουρα περαιτέρω διερεύνηση.
Π.Ν.Σ.
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1. ΕΙΣΑΓΩΓΗ
Οι αναπτυξιακοί μηχανισμοί που οδηγούν στη δημιουργία των 
ποικίλλων μορφολογιών που υπάρχουν στη φύση βασίζονται σε μία 
συντηρημένη ομάδα γονιδίων που κωδικοποιούν για ρυθμιστικές πρωτεΐνες. 
Ένα από τα ενδιαφέροντα ερωτήματα αφορά στο πώς μια ομάδα γονιδίων 
χρησιμοποιείται με διαφορετικό τρόπο για να παράγει ειδικά για το κάθε 
είδος πρότυπα (Μ. Angela Nieto and Pat Simpson, 2002).
Μεταξύ των κυτταρικών λειτουργιών που εμπλέκονται στη γονιδιακή 
έκφραση, η μεταγραφή θεωρείται η πιο κρίσιμη διαδικασία. Σύμφωνα με 
πρόσφατες έρευνες στη μεταγραφή των ευκαρυωτικών γονιδίων, έχει γίνει 
γνωστό ότι η μεταγραφή καθοδηγείται εκτός από τις RNA πολυμεράσες και 
από έναν αριθμό πρωτεϊνών, γνωστοί ως μεταγραφικοί παράγοντες. Μερικοί 
από αυτούς απαιτούνται για θεμελιώδεις μεταγραφικούς μηχανισμούς και 
χρησιμοποιούνται από κοινού για πολλά γονίδια, ενώ άλλοι παράγοντες 
λειτουργούν με ένα γονίδιο-ειδικό τρόπο και διαδραματίζουν ρυθμιστικούς 
ρόλους. Στη συνέχεια θα αναφερθούμε κυρίως στη ρύθμιση της μεταγραφής 
των γονιδίων που μεταγράφονται από την RNA πολυμεράση II. Η RNA 
πολυμεράση II χρησιμοποιείται για την μεταγραφή όλων των γονιδίων που 
κωδικοποιούν για πρωτεΐνες καθώς και για μερικά snRNAs (Taka- Aki 
Tamuraetal., 1996).
Η μεταγραφή μπορεί να διακριθεί σε δύο μέρη: τη βασική μεταγραφή 
και τη ρυθμιστική μεταγραφή. Η βασική μεταγραφή για όλες τις τάξεις των 
γονιδίων κατευθύνεται από την RNA πολυμεράση καθώς και από μία 
ομόλογη ομάδα γενικών μεταγραφικών παραγόντων (general transcription 
factors, GTFs), ανεξάρτητα από τα γονίδια που μεταγράφονται. Μια cis 
ρυθμιστική περιοχή του γονιδίου, ο υποκινητής, είναι απαραίτητη για την 
έναρξη της μεταγραφής και περικλείει 100 bp συμπεριλαμβανομένης της 
θέσης έναρξης της μεταγραφής. Ο υποκινητής είναι ο στόχος για τις 
βασικούς παράγοντες της μεταγραφής, που είναι η RNA πολυμεράση και οι 
GTFs. Οι περισσότεροι υποκινητές στους οποίους προσδένεται η RNA 
πολυμεράση II περιέχουν το λεγόμενο TATA-box, το οποίο βρίσκεται 30 bp 
ανοδικά της θέσης έναρξης της μεταγραφής και το οποίο είναι απαραίτητο 
για την αποτελεσματική μεταγραφή από τη σωστή θέση έναρξης. Σε κάποιες 
περιπτώσεις ένα εναρκτήριο στοιχείο (initiator element) είναι τοποθετημένο 
στη θέση έναρξης της μεταγραφής. Τα παραπάνω στοιχεία είναι απαραίτητα 
για την ελάχιστη δραστηριότητα του υποκινητή (minimal promoter) καθώς 
καθορίζουν τη θέση και την κατεύθυνση της μεταγραφής και παράγουν 
βασικές ποσότητες προϊόντων της μεταγραφής. Όσον αφορά σε άλλα 
στοιχεία του υποκινητή, τα GC-box και CCAAT-box που λειτουργούν σαν
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στόχοι των Spl και C/EBP αντίστοιχα βρίσκονται περιστασιακά σε μία 
κοντινή περιοχή του minimal promoter και αυξάνουν κάποιες φορές το 
βασικό επίπεδο της μεταγραφής, κατά ένα συνεχή τρόπο. Η μεταγραφή από 
μόνο του τον υποκινητή συμβαίνει μονάχα κατά ένα συνεχή τρόπο. Παρόλα 
ταύτα τα γονίδια θα πρέπει να μπορούν να αλλάζουν το επίπεδο μεταγραφής 
τους δυναμικά σε μία συγκεκριμένη κατάσταση. Cis στοιχεία που 
τροποποιούν αυτόν το συνεχή ρυθμό μεταγραφής ονομάζονται «ενισχυτές» 
και μπορούν να ανιχνευτούν σε οποιαδήποτε θέση γύρω από το γονίδιο είτε 
ανοδικά είτε καθοδικά του γονιδίου. Σε μερικές μάλιστα περιπτώσεις 
μπορούν να βρεθούν ακόμα και εντός του υποκινητή και του γονιδίου 
(Taka- Aki Tamura et al., 1996).
Η βασική μεταγραφή χωρίζεται σε τρία βήματα: την έναρξη, την 
επιμήκυνση και τον τερματισμό. Η έναρξη χωρίζεται επιπλέον σε τρεις 
διαδικασίες. Κατά τη διαδικασία της προ-έναρξης , οι GTFs και η RNA 
πολυμεράση συναθροίζονται στον υποκινητή για να σχηματίσουν ένα 
σύμπλοκο προ-έναρξης. Κατά την προσθήκη των RNA υποστρωμάτων το 
σύμπλοκο έναρξης ενεργοποιείται και ενσωματώνει κάποια νουκλεοτίδια. 
Αυτό το βήμα αποτελεί την έναρξη με τη στενή έννοια. Σε αυτήν την 
περίοδο το σύμπλοκο της μεταγραφής δεν είναι ακόμα ελεύθερο από τον 
υποκινητή. Μετά από τη δημιουργία αρκετών φωσφοδιεστερικών δεσμών 
σχεδόν όλοι οι GTFs απελευθερώνονται από την RNA πολυμεράση και το 
ένζυμο μετακινείται στο υπόστρωμα του DNA μαζί με μερικούς 
βοηθητικούς παράγοντες. Αυτό το βήμα αποτελεί την επιμήκυνση. Μία 
μεταβατική φάση από την έναρξη στην επιμήκυνση αναφέρεται ως 
καθαρισμός του υποκινητή. Γενικά, ένα σύμπλοκο επιμήκυνσης προχωράει 
με ένα σχεδόν σταθερό ρυθμό στο υπόστρωμα του DNA. Τέλος, η 
επιμήκυνση της αλυσίδας σταματάει σε μία κατάλληλη θέση και η RNA 
πολυμεράση απελευθερώνεται από την αλυσίδα του DNA (Taka- Aki 
Tamura etal., 1996).
Μελέτες που αφορούν στο μηχανισμό μεταγραφής από την RNA 
πολυμεράση II στους ευκαρυώτες έχουν δείξει την παρουσία πολλών GTFs 
(Εικόνα 1). Στην αρχή της δημιουργίας του συμπλόκου προ-έναρξης, ο 
TFIID συνδέεται στο TATA-box με τη βοήθεια του TFIIA και έτσι έχουμε 
τη δημιουργία του συμπλόκου DA. Μεταξύ των GTFs μόνο ο TFIID μπορεί 
να συνδεθεί άμεσα στο DNA. Ο TFIIB συνδέεται έπειτα στο σύμπλοκο DA 
προς σχηματισμό του DBA συμπλόκου, από το οποίο επιστρατεύονται στη 
συνέχεια ο TFIIF και η RNA πολυμεράση II. Τέλος, επιστρατεύονται ο 
TFIIE και ο TFIIH για να σχηματίσουν το ολοκληρωμένο σύμπλοκο της 
μεταγραφής. Όλοι οι GTFs, εκτός από τον TFIIB συνθέτονται από 
πολλαπλές ετερογενείς υπομονάδες ενώ το ολοκληρωμένο σύμπλοκο προ-
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έναρξης είναι ένα τεράστιο 
συστατικό με μοριακό βάρος 
περίπου 2.5 MDa. Από την άλλη 
μεριά, το σύμπλοκο επιμήκυνσης 
παρουσιάζει μία απλή διάταξη 
υπομονάδων στην οποία
συμπεριλαμβάνονται μόνο ο TFIIF 
και μερικοί βοηθητικοί παράγοντες.
Ο TFIIE και ο TFIIH 
απελευθερώνονται από το 
σύμπλοκο επιμήκυνσης, ενώ το 
σύμπλοκο DBA παραμένει στην 
αρχική του θέση για τον επόμενο 
γύρο έναρξης της μεταγραφής 
(Taka- Aki Tamura et al., 1996).
Όσον αφορά στην ρυθμιστική μεταγραφή, κάθε γονίδιο περιέχει μία 
ομάδα cis στοιχείων, τα οποία επιτρέπουν την αύξηση (ο ενισχυτής ή 
enhancer) ή τη μείωση (ο silencer ή dehancer) της γονιδιακής έκφρασης. 
Αυτά τα στοιχεία μπορούν να βρίσκονται οπουδήποτε σε ένα γονίδιο και η 
διάταξη τους είναι χαρακτηριστική για κάθε γονίδιο. Ο ενισχυτής επηρεάζει 
την έκφραση του γονιδίου κατά έναν- τρόπο ανεξάρτητο της κατεύθυνσης, 
της θέσης και του προσανατολισμού και αποτελεί στόχο ρυθμιστικών 
μεαγραφικών παραγόντων υπεύθυνων για την κυτταροειδική γονιδιακή 
έκφραση. Επιπλέον, είναι σημαντικός στην επαγόμενη γονιδιακή έκφραση. 
Ένας ενισχυτής επιλέγει ένα συγκεκριμένο παράγοντα από ένα πλήθος 
συγγενών παραγόντων (Taka- Aki Tamura et al., 1996).
Οι μεταγραφικοί ρυθμιστικοί παράγοντες ανήκουν στις πρωτεΐνες που 
προσδένονται το DNA και γι’ αυτό το λόγο έχουν περιοχές πρόσδεσης στο 
DNA. Πολλοί από τους παράγοντες περιέχουν επίσης μία περιοχή σύνδεσης 
σε πρωτεΐνη και προσδένονται στο DNA σαν διμερή. Γενικά, αυτοί οι 
παράγοντες έχουν μία μεταγραφική ρυθμιστική περιοχή που μπορεί να 
συνδέεται άμεσα ή έμμεσα στους βασικούς παράγοντες της μεταγραφής. 
Επιπλέον, μερικοί ρυθμιστικοί παράγοντες των οποίων οι λειτουργίες 
τροποποιούνται από μέταλλα ή συστατικά χαμηλού μοριακού βάρους 
περιέχουν περιοχές που συνδέονται σε προσδέτες (ligands). Τελικά, αυτές οι 
τέσσερις περιοχές ή τμήματα τους διευθετούνται επιτυχώς σε ένα 
πολυπεπτίδιο και αποτελούν ένα χαρακτηριστικό μοτίβο. Πολυάριθμοι 
ρυθμιστικοί μεταγραφικοί παράγοντες που έχουν απομονωθεί έως τώρα 
μπορούν να ταξινομηθούν σε πέντε βασικές κατηγορίες: α) πρωτεΐνες
J------------------------- ! Start site
1
_____---------=3 2
1113. ____J
116
Start 
+- transcription
Εικόνα 1.Η βασική μεταγραφή.
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υποδοχείς στεροειδών, β) πρωτεΐνες με δάκτυλο ψευδαργύρου, γ) πρωτεΐνες 
της μορφής έλικα-στροφή-έλικα, δ) πρωτεΐνες με μορφή αμφιπαθούς 
έλικας-θηλειάς-έλικας και ε) πρωτεΐνες με φερμουάρ λεύκινης. Υπάρχει 
και μία άλλη κατηγορία μεταγραφικών παραγόντων, οι οποίοι δεν 
συνδέονται στο DNA, αλλά εμπλέκονται άμεσα στη μεταγραφική ρύθμιση. 
Αυτοί οι παράγοντες, που ονομάζονται ενδιάμεσες ενώσεις (mediators), 
μπορούν να συνδεθούν στους βασικούς παράγοντες της μεταγραφής και 
στους μεταγραφικούς ρυθμιστικούς παράγοντες και να τους ενώσουν (Taka- 
Aki Tamura et al., 1996).
Ο τρόπος με τον οποίο οι μεταγραφικοί παράγοντες ρυθμίζουν την 
απόδοση της μεταγραφής παραμένει ανεξερεύνητος. Μία πιθανή εξήγηση 
είναι ότι ο μεταγραφικός παράγοντας ευνοεί την συγκέντρωση των βασικών 
παραγόντων της μεταγραφής μέσω αλληλεπίδρασης μαζί τους. Οταν ο 
ενισχυτής βρίσκεται μακριά από τον υποκινητή, το μήκος του DNA 
ανάμεσα στον ενισχυτή και τον υποκινητή μπορεί να αναδιπλωθεί και να 
επιτρέψει με αυτόν τον τρόπο την άμεση αλληλεπίδραση του ρυθμιστικού 
παράγοντα και των GTFs (Taka- Aki Tamura et al., 1996). Στη συνέχεια θα 
αναλύσουμε το ρόλο των μεταγραφικών παραγόντων στην ανάπτυξη του 
νευρικού συστήματος των σπονδυλωτών.
1.1. Ο ρόλος των μεταγραφικών παραγόντων στην ανάπτυξη του 
νευρικού συστήματος των σπονδυλωτών.
Το νευρικό σύστημα των σπονδυλωτών αποτελεί ένα ενδιαφέρον 
πρόβλημα για τους αναπτυξιακούς βιολόγους εξαιτίας του μεγάλου αριθμού 
των μορφολογικά ξεχωριστών τάξεων νευρώνων με τα πολύπλοκα πρότυπα 
οργάνωσης και σύνδεσης. Τα κύτταρα του νευρικού συστήματος επιλέγουν 
την μοίρα τους ως απάντηση σε εξωκυττάρια σήματα που ενεργοποιούν 
ομάδες μεταγραφικών παραγόντων κατά τρόπο ειδικό για την περιοχή και 
το κύτταρο, προικίζοντας με αυτόν τον τρόπο κάθε τόπο νευρώνα με 
μοναδικά χαρακτηριστικά. Έχει αναγνωριστεί ο ρόλος των μεταγραφικών 
παραγόντων στη δημιουργία των πρόδρομων νευρικών κυττάρων, στον 
εντοπισμό των διαφόρων τμημάτων του νευρικού συστήματος και στην 
επακόλουθη διαφοροποίηση των συγκεκριμένων κυτταρικών τύπων εντός 
των περιοχών στις οποίες βρίσκονται (Anne G Bang and Martyn D 
Goulding, 1996).
Μετά την ανακάλυψη από τους Spemann και Mangold το 1924 ότι ο 
οργανωτής, που βρίσκεται στο ραχιαίο χείλος του βλαστοπόρου των 
αμφιβίων, είναι ικανός να επάγει τη δημιουργία ενός έκτοπου εμβρυϊκού 
άξονα μετά από μεταμόσχευση του σε κοιλιακό εξώδερμα, δομές με
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παρόμοιες ιδιότητες έχουν περιγράφει στα πουλιά (Hensen’s node), στα 
ποντίκια (node) και στα ψάρια (embryonic shield). Ο οργανωτής ξεκινάει 
την ανάπτυξη του νευρικού συστήματος, παρέχοντας σήματα τα οποία 
επάγουν και σχεδιάζουν το νευρικό ιστό. Επιπλέον, παράγωγα του 
μεσοδέρματος του οργανωτή παράγουν σήματα που συνεισφέρουν στο 
σχεδίασμά του ραχιαίου/κοιλιακού άξονα του νευρικού σωλήνα. Πλήθος 
μεταγραφικών παραγόντων που έχουν αναγνωριστεί στα σπονδυλωτά 
εκφράζονται ειδικά στον οργανωτή. Αυτοί περιλαμβάνουν τις πρωτεΐνες με 
ομοιοτικές περιοχές (homeodomain) not και goosecoid, τις winged-helix 
πρωτεΐνες ΗΝΕ-3β, pintallavis/XFH-Ι και axial καθώς και την LIM-τύπου 
πρωτεΐνη με ομοιοτική περιοχή Lim-1 (Anne G Bang and Martyn D 
Goulding, 1996). Οι πρωτεΐνες με ομοιοτικές περιοχές ανήκουν στην 
οικογένεια των μεταγραφικών παραγόντων που έχουν τη μορφή έλικας- 
στροφής-έλικας. Η ομοιοτική περιοχή αποτελείται από τρεις α-έλικες. Οι 
έλικες 2 και 3 ενώνονται με στροφή και είναι αυτές που παρουσιάζουν 
ομολογία με τη δομή έλικα-στροφή-έλικα.
Η νευρική επαγωγή είναι η διαδικασία με την οποία το εξώδερμα 
μετατρέπεται σε νευρικό ιστό μέσω της αλληλεπίδρασης του με το
μεσόδερμα του οργανωτή. Μία
Β
Drosophila
Εικόνα 2. Το συντηρημένο μονοπάτι μεταγωγής 
σήματος που ξεκινάει από τον υποδοχέα Notch.
από τις βασικές αποκρίσεις στη 
νευρική επαγωγή είναι η 
επιλογή της νευρικής μοίρας 
του κυττάρου έναντι της 
επιδερμικής του μοίρας. Η 
αλληλεπίδραση με άμεση 
επαφή μεταξύ των κυττάρων 
είναι απαραίτητη για το σωστό 
διαχωρισμό αυτών των δύο 
κυτταρικών σειρών. Έτσι ένα 
μελλοντικό νευρικό κύτταρο 
εμποδίζει τα γειτονικά του 
κύτταρα από το να γίνουν και 
αυτά νευρώνες, ένας 
μηχανισμός που ονομάζεται 
πλάγια παρεμπόδιση. Αυτός ο 
μηχανισμός ρυθμίζει ακόμα τον 
αριθμό των κυττάρων που θα 
γίνουν νευρώνες όπως επίσης
και τη διάταξη τους στο χώρο. Τα προϊόντα των λεγάμενων νευρογενών 
γονιδίων συμμετέχουν σ’ αυτή τη διαδικασία επικοινωνίας μεταξύ των
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κυττάρων. Τα γονίδια Delta (Dl), Notch (Ν), Suppressor of Hairless (Su(H)) 
και το Enhancer of Split (E(spl)) σύμπλοκο, ανήκουν στην ομάδα των 
νευρογενών γονιδίων της Drosophila. Όλα τα αρμόδια κύτταρα εκφράζουν 
τα Notch, Su(H), E(spl), achaete-scute (ac-sc) και Delta. Προς το παρόν, 
υπάρχουν δύο μοντέλα για τη μεταγωγή του σήματος από τον Notch στον 
πυρήνα. Στο πρώτο μοντέλο, η πρόσδεση της μεμβρανικής Delta πρωτεΐνης 
στον μεμβρανικό υποδοχέα Notch στο γειτονικό κύτταρο, προκαλεί τη 
μετατόπιση του μεταγραφικού παράγοντα Su(H) από το κυτταρόπλασμα 
στον πυρήνα. Στο δεύτερο μοντέλο, η σύνδεση του προσδέτη επάγει την 
πρωτεολυτική διάσπαση του Notch και τη μετατόπιση ενός τμήματος του 
στον πυρήνα, όπου συνδέεται και ενεργοποιεί τον Su(H). Στην συνέχεια 
ενεργοποιούνται τα γονίδια του συμπλόκου E(spl) από τον Su(H), τα οποία 
απενεργοποιούν το γονίδιο ac-sc που ανήκει στην τάξη των προνευρωνικών 
γονιδίων, γεγονός που οδηγεί στην δημιουργία επιδερμοβλάστη. Έχει βρεθεί 
πως αυτό το μονοπάτι μεταγωγής σήματος που ξεκινάει από τον Notch έχει 
διατηρηθεί στα θηλαστικά ενώ σε αυτό συμμετέχουν ομόλογες πρωτεΐνες 
αυτών της Drosophila όπως φαίνεται στην Εικόνα 2 και θα αναλυθεί 
παρακάτω (Jose Luis de la Pompa et al., 1997).
Ο εντοπισμός των επιμέρους τμημάτων του νευρικού συστήματος 
είναι ένα σημαντικό πρώιμο βήμα στον καθορισμό της κυτταρικής τους 
μοίρας. Τα κύτταρα του νευρικού συστήματος καθορίζονται σταδιακά, 
αρχικά με το να αποκτούν συγκεκριμένη τοπική ταυτότητα και στη συνέχεια 
με το να ενεργοποιούν διαφορετικά ρυθμιστικά γονίδια ειδικά για τον κάθε 
κυτταρικό τύπο εντός αυτών των περιοχών. Αλλαγές στη γσνιδιακή 
μεταγραφή παρέχουν ένα μέσο ώστε να μπορέσουν τα πρόδρομα νευρικά 
κύτταρα να ενεργοποιήσουν την κατάλληλη ομάδα γονιδίων 
αποκωδικοποιώντας με αυτόν' τον τρόπο την τοπική πληροφορία που 
δέχτηκαν. Η έναρξη του σχεδιασμού του νευρικού συστήματος σημειώνεται 
με τη διαίρεση του νευρικού σωλήνα σε πρόσθιο εγκέφαλο, μεσεγκέφαλο, 
οπίσθιο εγκέφαλο και νωτιαίο μυελό κατά μήκος του προσθιου/οπίσθιου 
άξονα και την παραπέρα διαίρεση αυτών των περιοχών σε ραχιαίες και 
κοιλιακές περιοχές (Anne G Bang and Martyn D Goulding, 1996).
Τέλος, μελέτες στην Drosophila και στον C.elegans παρέχουν 
πολυάριθμες πληροφορίες ότι οι μεταγραφικοί παράγοντες μπορούν να 
δράσουν σαν "διακόπτες ελέγχου" όσον αφορά στην εξειδίκευση των 
νευρικών κυτταρικών τύπων. Η απώλεια της λειτουργίας ή η έκτοπη 
έκφραση ενός μεταγραφικού παράγοντα μπορεί να είναι επαρκής για να 
τροποποιήσει τη μορφολογία του νευρικού κυττάρου, τον φαινότυπο του 
νευροδιαβιβαστή, τη σύναψη και το πρότυπο προβολής του νευρώνα. Για 
παράδειγμα τα γονίδια του C.elegans που κωδικοποιούν για τις πρωτεΐνες με
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ομοιοτικές περιοχές unc-4 και unc-30 δρουν έτσι ώστε να ρυθμίζουν τη 
σύναψη και την έκφραση του νευροδιαβιβαστή αντίστοιχα. To unc-4 γονίδιο 
είναι απαραίτητο σε μία υποομάδα κινητικών νευρώνων για να εξασφαλίσει 
ότι ο κατάλληλος διάμεσος νευρώνας εγκαθιστά τη συναπτική επαφή. Από 
την άλλη, το unc-30 γονίδιο είναι απαραίτητο για την έκφραση του τελικού 
φαινοτύπου των ΰΑΒΑεργικών κινητικών νευρώνων και μπορεί να επάγει 
την έκφραση του νευροδιαβιβαστή GABA όταν εκφράζεται έκτοπα σε 
αισθητήριους νευρώνες (Anne G Bang and Martyn D Goulding, 1996).
1.2. Οι πρωτεΐνες του τύπου έλικας-θηλειάς-έλικας ως ρυθμιστές της 
μεταγραφής στους ευκαρυωτικούς οργανισμούς.
Μέχρι στιγμής έχουν αναγνωριστεί 240 πρωτεΐνες ταυ τύπου έλικας- 
θηλειας-έλικας (helix-loop-helix, HLH) σε οργανισμούς τόσο διαφορετικούς 
όπως ο Sacharomyces cerevisiae και ο άνθρωπος. Η βασική δομή αυτών των 
πρωτεϊνών φαίνεται στο σχήμα 3. Στη ζύμη οι πρωτεΐνες HLH ρυθμίζουν 
την πρόσληψη του φωσφορικού και τη σύνθεση των φωσφολιπιδίων, ενώ 
στους πολυκύτταρους οργανισμούς εμπλέκονται σε αναπτυξιακά γεγονότα 
όπως η νευρογέννεση, η μυογέννεση, η αιματοποίηση και η ανάπτυξη του 
παγκρέατος (Mark Eben Massari and Comelis Murre, 2000).
HOOC COOH
Helix 
Loop 
Helix
DNA-binding
Helix 
Loop 
Helix
domain 
»2N
Εικόνα 3. Η βασική 
δομή των bHLH
πρωτεϊνών αποτελείται 
από ένα μοτίβο
αμφιπαθούς α-έλικας, 
θηλειάς, αμφιπαθούς α- 
έλικας που συνοδεύεται 
από μία περιοχή 
πρόσθεσης στο DNA 
πλούσια σε βασικά 
αμινοξέα. Το μοτίβο 
έλικας-θηλειάς-έλικας 
χρησιμεύει ως περιοχή 
διμερισμού όπου βασικό 
ρόλο έχει η δομή της 
αμφιπαθούς α-έλικας με 
τις υδρόφοβες-υδρόφιλες 
ιδιότητες της.
Οι περιοχές E-box είναι στοιχεία που μεσολαβούν στην ειδική για τον 
κάθε κυτταρικό τύπο γονιδιακή μεταγραφή. Αυτά τα στοιχεία μοιράζονται
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ένα μοτίβο το οποίο αποτελάται από την κεντρική εξανουκλεοτιδική 
αλληλουχία CANNTG. E-box περιοχές έχουν βρεθεί στους ενισχυτές και 
στους υποκινητές των γονιδίων της βαριάς και των ελαφριών αλυσίδων κ, λ 
των αντισωμάτων καθώς και σε ενισχυτές και υποκινητές γονιδίων ειδικών 
για τους μύες, τα νεύρα και το πάγκρεας. Οι E-box περιοχές αποτελούν 
αλληλουχία αναγνώρισης για τις HLH πρωτεΐνες. Το μοτίβο αμφιπαθούς α 
έλικας-θηλειας-αμφιπαθούς α έλικας φαίνεται να δρα σαν περιοχή 
διμερισμού μέσω των συντηρημένων υδρόφοβων αμινοξέων στις έλικες 
(Stanley Lipkowitz et al., 1992). Σχηματίζονται 4 παράλληλες α-έλικες που 
επιτρέπουν στη βασική περιοχή να προσδεθεί σε συγκεκριμένες 
αλληλουχίες του DNA στους υποκινητές των γονιδίων στόχων. Η βασική 
περιοχή εντοπίζεται στα περισσότερα μέλη της HLH οικογένειας των 
μεταγραφικών παραγόντων, βρίσκεται ανοδικά ακριβώς δίπλα στην HLH 
περιοχή, περιέχει θετικά φορτισμένα αμινοξέα και καθορίζει την 
εξειδίκευση της σύνδεσης του μεταγραφικού παράγοντα στο DNA (C. 
Glenn Begley et al., 1992, Jennifer N. Murdoch et al., 1999). Εκτός από τη 
βασική περιοχή κατάλοιπα αμινοξέων στη θηλειά και στην έλικα 2 επίσης 
συνδέονται με το DNA. Οι HLH περιοχές κρατούνται στενά συνδεδεμένες 
με δεσμούς van der Waals μεταξύ συντηρημένων υδρόφοβων αμινοξέων. 
Κάθε μονομερές αλληλεπιδρά είτε με την CAN είτε με την NTG περιοχή 
του E-box. Ένα γλουταμινικό οξύ που είναι παρόν στη βασική περιοχή κάθε 
υπομονάδας έρχεται σε επαφή με τις βάσεις C,A του E-box. Μία γειτονική 
αργινίνη σταθεροποιεί τη θέση του γλουταμινικού με άμεση αλληλεπίδραση 
με τα νουκλεοτίδια C,A καθώς και με τη φωσφοδιεστερική ραχοκοκαλιά. 
Τα αμινοξέα glu και arg είναι συντηρημένα στις περισσότερες bHLH 
πρωτεΐνες (basic HLH πρωτεΐνες, HLH πρωτεΐνες που περιέχουν τη βασική 
περιοχή), κάτι που είναι σύμφωνο με ένα ρόλο στην ειδική σύνδεση στο 
DNA (Mark Eben Massari and Cornells Murre, 2000).
Οι πρωτεΐνες HLH μπορούν να κατηγοριοποιηθούν σε επτά βασικές 
τάξεις. Στην τάξη I ανήκουν οι Ε-πρωτεΐνες που περιλαμβάνουν τις Ε12, 
Ε47, ΗΕΒ, Ε2-2 και Daughterless. Οι πρωτεΐνες αυτής της τάξης 
εκφράζονται σε πολλούς ιστούς και σχηματίζουν όμο- και έτερο-διμερή και 
η εξειδίκευση τους περιορίζεται στο E-box. Οι Ε-πρωτεΐνες αποτελούν 
ενεργοποιητές της μεταγραφής. Η τάξη II περιλαμβάνει τις πρωτεΐνες 
MyoD, myogenin, Atonal, NeuroD/Beta2 και το achaete-scute σύμπλοκο. Οι 
πρωτεΐνες αυτής της τάξης χαρακτηρίζονται από έναν ιστοειδικό τύπο 
έκφρασης και με λίγες εξαιρέσεις σχηματίζουν ετεροδιμερή με Ε- 
πρωτεΐνες. Η τάξη III περιλαμβάνει τους μεταγραφικσύς παράγοντες της 
οικογένειας Myc, τον TFE3, τον SREBP-1 και τον σχετιζόμενο με τη 
μικροφθαλμία μεταγραφικό παράγοντα. Mi. Οι μεταγραφικοί παράγοντες
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αυτής της τάξης περιέχουν ένα φερμουάρ λεύκινης δίπλα στο HLH μοτίβο. 
Οι πρωτεΐνες των τάξεων II και III, με εξαίρεση τις πρωτεΐνες Tall, ABF1 
και Misti της τάξης II που αναστέλλουν τη μεταγραφή γονιδίων, είναι 
γενικά ενεργοποιητές της μεταγραφής. Η τάξη IV περιλαμβάνει τους 
μεταγραφικούς παράγοντες Mad, Max, Mxi οι οποίοι διμερίζονται με τις 
πρωτεΐνες της οικογένειας myc ή μεταξύ τους. Όταν οι πρωτεΐνες Mad και 
Mxil ετεροδιμερίζονται με την πρωτεΐνη Max και συνδέονται σε E-box 
στοιχεία αναστέλλουν τη μεταγραφή. Η τάξη V αποτελείται από τους 
μεταγραφικούς παράγοντες Id και emc, από τους οποίους λείπει η βασική 
περιοχή και εξαιτίας αυτού είναι αρνητικοί ρυθμιστές των HLH πρωτεϊνών 
των τάξεων I και II. Οι πρωτεΐνες της τάξης V συνδέονται με τους HLH 
ενεργοποιητές και αναστέλλουν παθητικά τη μεταγραφή αφού το 
ετεροδιμερές δεν μπορεί να συνδεθεί στο DNA. Οι πρωτεΐνες HLH της 
τάξης VI είναι αναστολείς της μεταγραφής και έχουν προλίνη στη βασική 
τους περιοχή. Η τάξη αυτή περιλαμβάνει τις πρωτεΐνες της Drosophila Hairy 
και Enhancer of split. Τέλος, οι HLH πρωτεΐνες της τάξης VII ξεχωρίζουν 
από την παρουσία της bHLH-PAS περιοχής (Stephen Τ. Crews, 1998) και 
περιλαμβάνει τον υποδοχέα των αρωματικών υδρογονανθράκων (Aromatic 
Hydrocarbon Receptor, AHR), τον παράγοντα Ια που επάγει την υποξία και 
τις πρωτεΐνες της Drosophila Singleminded και Period (Mark Eben Massari 
and Comelis Murre, 2000).
Οπως αναφέρθηκε νωρίτερα οι HLH πρωτεΐνες ρυθμίζουν σημαντικά 
αναπτυξιακά γεγονότα στους πολυκύτταρους οργανισμούς όπως είναι ο 
καθορισμός του φύλου στη Drosophila, η μυογέννεση, η ανάπτυξη της 
καρδιάς και του παγκρέατος, η νευρογέννεση και τέλος η αιματοποίηση. 
Οσον αφορά στη μυογέννεση οι ρυθμιστικοί παράγοντες της μυογέννεσης 
(myogenic regulatory factors, MRF) είναι bHLH πρωτεΐνες. Οι MRFs 
μετατρέπουν τα κύτταρα του μεσοδέρματος σε αρχέγονα μυϊκά κύτταρα 
(μυοβλάστες) και εκφράζονται μόνο σε σκελετικούς μύες. Στη συνέχεια θα 
αναφερθούμε λεπτομερέστερα στην ρύθμιση της νευρογέννεσης στα 
σπονδυλωτά από τους HLH μεταγραφικούς παράγοντες (Mark Eben 
Massari and Comelis Murre, 2000).
1.3. Τα γονίδια bHLH στην ανάπτυξη του νευρικού συστήματος των
σπονδυλωτών.
Κατά τη διάρκεια της νευριδιοποίησης, οι νευρικές αύλακες 
ανεβαίνουν από τη ραχιαία πλευρά του εμβρύου, πλησιάζουν μεταξύ τους 
στο μέσο και αρχίζουν να ενώνονται σχηματίζοντας με αυτόν τον τρόπο το
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νευρικό σωλήνα. Ο νευρικός σωλήνας αρχικά αποτελείται από μία μονή 
στοιβάδα νευρικών αρχέγονων κυττάρων, τα οποία στη συνέχεια θα δώσουν 
γένεση στους νευρώνες και στα κύτταρα γλοίας. Αυτές οι διαδικασίες στην 
ανάπτυξη του νευρικού συστήματος στα θηλαστικά φαίνονται να ελέγχονται 
θετικά ή αρνητικά από πολλαπλούς bHLH μεταγραφικούς παράγοντες, κατ’ 
αντιστοιχία με τη Drosophila (Εικόνα 1). Στην Drosophila, γονίδια bHLH 
όπως τα achaete, scute, atonal και daughterless (da) καθορίζουν τη νευρική 
μοίρα στο εξώδερμα σαν προ-νευρικά γονίδια ενώ γονίδια bHLH όπως τα 
hairy και Enhancer of split (E(spl)) ρυθμίζουν αρνητικά τη νευρογέννεση. 
Ανωμαλία οποιουδήποτε από αυτά τα γονίδια έχει ως αποτέλεσμα 
υπερπλασία ή υποπλασία του νευρικού συστήματος. Στα θηλαστικά, 
ομόλογα των bHLH γονιδίων της Drosophila έχουν χαρακτηριστεί σαν 
ρυθμιστές της νευρικής ανάπτυξης. Ο μεταγραφικός παράγοντας Mashl, 
ένα ομόλογο των achaete και scute, σχηματίζει ετεροδιμερές σύμπλοκο με 
τον μεταγραφικό παράγοντα Ε2Α, ένα ομόλογο της πρωτεΐνης Da και 
ρυθμίζει θετικά τη νευρική διαφοροποίηση. Αντίθετα, οι μεταγραφικοί 
παράγοντες HES1 και HES5, ομόλογα των μεταγραφικών παραγόντων 
Hairy και E(spl), ανταγωνίζονται τις δραστηριότητες των θετικών bHLH 
παραγόντων (Mashl, Mathl και Ε2Α) και ρυθμίζουν αρνητικά τη νευρική 
διαφοροποίηση (Francois Guillemot, 1999). Η ισορροπία μεταξύ αυτών των 
θετικών και αρνητικών bHLH παραγόντων είναι σημαντική για τη 
μορφογένεση του νευρικού συστήματος αφού, απουσία του HES1, η 
νευρική διαφοροποίηση επιταχύνεται κάτι που έχει ως αποτέλεσμα σοβαρές 
ανωμαλίες του νευρικού συστήματος όπως είναι η έλλειψη εγκεφάλου και 
ανωμαλίες των ματιών (Ryoichiro Kageyama et al., 1997).
Όπως φαίνεται στην Εικόνα 2, τα μόρια που ρυθμίζουν την ανάπτυξη 
του νευρικού συστήματος έχουν' συντηρηθεί αρκετά δομικά και λειτουργικά 
ανάμεσα στη Drosophila και στα θηλαστικά. Όπως στη Drosophila, έτσι και 
στα θηλαστικά το μονοπάτι μεταγωγής σήματος Notch—* RBP-J—♦ HES1 
Η Mashl πιθανότατα διαδραματίζει κρίσιμο ρόλο στην ανάπτυξη του 
νευρικού συστήματος. Όμως, υπάρχουν και κάποιες διαφορές ανάμεσα στα 
δύο είδη όπως το γεγονός ότι στη Drosophila, η πρωτεΐνη achaete δρα στη 
διαδικασία επιλογής μεταξύ της νευρικής και της επιδερμικής μοίρας του 
κυττάρου και οι πρωτεΐνες hairy και E(spl) εμπλέκονται στην ίδια 
διαδικασία ανταγωνιστικά. Αντίθετα, τα θηλαστικά ομόλογα τους δεν 
εμπλέκονται στην επιλογή μεταξύ της νευρικής και επιδερμικής μοίρας του 
κυττάρου αλλά ρυθμίζουν τη διαδικασία διαφοροποίησης των ήδη 
καθορισμένων κυτταρικών σειρών (Ryoichiro Kageyama et al., 1997).
Ένας μεγάλος αριθμός μεταγραφικών παραγόντων εκφράζονται 
διαδοχικά και παροδικά στα αρχέγονα νευρικά κύτταρα καθώς προχωράει η
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νευρογέννεση. Πρωτεΐνες της bHLH τάξης κατέχουν έναν κεντρικό ρόλο 
στον καθορισμό των κυτταρικών σειρών των νευρικών κυττάρων στο Κ.Ν.Σ 
και στο Π.Ν.Σ και στην απόκτηση των παν-νευρικών χαρακτηριστικών από 
τους διαφοροποιούμενους νευρώνες. Πολλά φαινοτυπικά χαρακτηριστικά 
ρυθμίζονται από πρωτεΐνες με ομοιοτικές περιοχές, αλλά οι bHLH 
πρωτεΐνες εμπλέκονται επίσης στον καθορισμό συγκεκριμένων 
χαρακτηριστικών του φαινοτύπου των νευρώνων όπως είναι για παράδειγμα 
ο νευροδιαβιβαστής που θα εκφράζουν. Τα παν-νευρικά χαρακτηριστικά 
προέρχονται από την ενεργοποίηση των παν-νευρικών γονιδίων, τα οποία 
εκφράζονται σε όλα τα αρχέγονα νευρικά κύτταρα και θεωρείται ότι 
ρυθμίζουν γενικά τη διαδικασία της νευρικής διαφοροποίησης ενώ αντίθετα 
τα γονίδια επιλογής τύπου νευρικού κυττάρου εκφράζονται από διακριτές 
υποομάδες αρχέγονων νευρικών κυττάρων και εμπλέκονται στον καθορισμό 
της νευρικής τους ταυτότητας. Μερικά γονίδια, όπως τα Mashl, Mathl και 
τα γονίδια της Neurogenin (Ngn) εκφράζονται σε διαιρούμενα κύτταρα κάτι 
που προτείνει ότι εμπλέκονται στον καθορισμό των πληθυσμών των 
αρχέγονων νευρικών κυττάρων, ενώ άλλα, όπως τα NeuroD και τα σχετικά 
με αυτό γονίδια εκφράζονται κυρίως σε μεταμιτωτικά αρχέγονα κύτταρα ή 
σε διαφοροποιημένους νευρώνες, κάτι που προτείνει γι’ αυτά ένα ρόλο στη 
διαφοροποίηση των αρχέγονων νευρικών κυττάρων ή στη διατήρηση της 
διαφοροποιημένης κατάστασης. Τα γονίδια της Ngn ενεργοποιούν ένα 
πρόγραμμα διαφοροποίησης το οποίο περιλαμβάνει την επακόλουθη 
έκφραση των bHLH γονιδίων NeuroD, Math3, Nscll και Nscl2 σε πολύ 
διαφορετικές μεταξύ τους περιοχές του νευρικού συστήματος όπως είναι τα 
κρανιακά αισθητήρια γάγγλια, ο νωτιαίος μυελός, ο αμφιβληστροειδής 
χιτώνας και ο εγκεφαλικός φλοιός, ενώ η έκφραση των σχετικών με το 
NeuroD γονιδίων, Math2 και NeuroD2 είναι κατά ένα μεγάλο βαθμό 
περιορισμένη στους ώριμους νευρώνες του Κ.Ν.Σ, ιδιαίτερα στον 
εγκεφαλικό φλοιό (Francois Guillemot, 1999).
Μια έρευνα έδειξε ότι η παροδική έκφραση των bHLH πρωτεϊνών 
του νευρικού συστήματος, NeuroD2, NeuroD, Mashl, ngn 1-3, Math 1-3 και 
Nscll είναι επαρκής για να ξεκινήσει ένα σταθερό πρόγραμμα νευρικής 
διαφοροποίησης σε πολυδύναμα Ρ19 κύτταρα εμβρυϊκού καρκινώματος 
ποντικού. Αυτό το πρόγραμμα περιλαμβάνει αλλαγές στη μορφολογία, 
επέκταση δενδριτών, έκφραση πρωτεϊνών ειδικών για τα νευρικά κύτταρα, 
παύση του κυτταρικού κύκλου και την ικανότητα για μεταγωγή ηλεκτρικού 
σήματος. Η παύση του κυτταρικού κύκλου ανιχνεύθηκε με την αυξημένη 
έκφραση του αναστολέα της κινάσης που εξαρτάται από την κυκλίνη, 
p27kipl όταν πραγματοποιήθηκαν πειράματα συνδιαμόλυνσης των Ρ19 
κυττάρων με ένα πλασμίδιο έκφρασης της bHLH πρωτεΐνης και με ένα
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πλασμίδιο έκφρασης της πρωτεΐνης Ε12, που αποτελεί την πρωτεΐνη με την 
οποία διμερίζονται οι παραπάνω νευρογενείς bHLH πρωτεΐνες. Έτσι οι 
bHLH πρωτεΐνες του νευρικού συστήματος μπορούν να λειτουργούν σαν 
βασικοί ρυθμιστές της νευρογένεσης στα Θηλαστικά, από την άποψη ότι 
είναι ικανές να επάγουν ένα πρόγραμμα νευρικής διαφοροποίησης σε μη 
νευρικά κύτταρα. Οι μόνες άλλες γνωστές πρωτεΐνες που έχουν αυτή την 
ικανότητα σε κυτταρική καλλιέργεια είναι η οικογένεια MyoD των bHLH 
πρωτεϊνών, οι πρωτεΐνες της οποίας μπορούν να κατευθύνουν τη μυογένεση 
(Mohamed Η. Farah et al., 2000).
1.4. NSCL1
Τα γονίδια NSCL1 και NSCL2 (ονομάζονται επίσης και ΗΕΝ1 και 
ΗΕΝ2 ή Nhlhl και Nhlh2) κωδικοποιούν για μια διακριτή υποομάδα των 
bHLH πρωτεϊνών. Το γονίδιο NSCL1 (Neurological Stem Cell Leukemia 
gene) αναγνωρίστηκε βάση της υβριδοποίησης του με ένα ήδη γνωστό 
ανθρώπινο αιμοποιητικό γονίδιο της οικογένειας HLH, το SCL (Stem Cell 
Leukemia gene), από το οποίο πήρε και το όνομα του. Οι παράγοντες SCL 
(ή όπως αλλιώς ονομάζεται Tal-Ι ή Hen-Ι) και LYL1 εμπλέκονται σε 
χρωμοσωμικές ανωμαλίες που εντοπίζονται σε ασθενείς οξεία λεμφογενή 
λευχαιμία από Τ-κύτταρα (Lamoma Brown et al., 1992). O NSCL1 ανήκει 
στην τάξη II των HLH μεταγραφικών παραγόντων και έχει βρεθεί ότι 
λειτουργεί σαν ενεργοποιητής της μεταγραφής όταν ετεροδιμερίζεται με την 
πρωτεΐνη ME la της οικογένειας των Ε-πρωτεϊνών (Martine Uittenbogaard 
et al., 1999).
To ανθρώπινο NSCL1 γονίδιο εντοπίστηκε στο χρωμόσωμα 1, στο 
τμήμα lq22, ενώ το ποντικίσιο ανάλογο του NSCL1 χαρτογραφείται σε μία 
περιοχή του ποντικίσιου γενώματος που είναι συνταινική με τα ανθρώπινα 
χρωμοσωμικά τμήματα lq 12-23 (Lamoma Brown et al., 1992). To γονίδιο 
του NSCL2 εντοπίστηκε στο ανθρώπινο χρωμόσωμα 1, στο τμήμα lpl 1 - 
1ρ12 καθώς και στο χρωμόσωμα 3 του ποντικού (Stanley Lipkowitz et al., 
1992). Η κωδικοποιούσα περιοχή του NSCL1 αποτελείται από 399 bp στον 
ποντικό και κωδικοποιεί για μία πρωτεΐνη 133 αμινοξέων με Μ.Β 14.8 kDa. 
Η NSCL1 πρωτεΐνη περιέχει το τυπικό HLH μοτίβο καθώς και μία βασική 
περιοχή ανοδικά. Η βασική περιοχή του NSCL1 εκτείνεται 25 αμινοξέα 
ανοδικά της HLH περιοχής και περιλαμβάνει 6 συνεχόμενα κατάλοιπα 
αργινίνης. Η παρουσία αυτής της βασικής περιοχής προτείνει το NSCL1 σαν 
θετικό ρυθμιστή της HLH τάξης (C. Glenn Begley et al., 1992). Τα 
ανθρώπινα γονίδια των NSCL1 και NSCL2 κωδικοποιούν για πρωτεΐνες που 
αποτελούνται από 133 και 135 αμινοξέα αντίστοιχα και περιέχουν μακριές
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5 - αμετάφραστες περιοχές σε σύγκριση με τα περισσότερα γονίδια. Οι 
μακριές 5'- αμετάφραστες περιοχές είναι συχνές σε γονίδια αυξητικών 
παραγόντων, σε πυρηνικούς μεταγραφικούς παράγοντες και σε πρωτεΐνες 
θερμικού shock. Οι 3-αμετάφραστες περιοχές των δύο γονιδίων είναι 
σχετικά πλούσιες σε Α+Τ και η αλληλουχία ΑΤΤΤΑ βρίσκεται περίπου ΙΟ­
Ι 2 φορές σε αυτή την περιοχή. Αυτό το μοτίβο βρίσκεται συχνά σε 3 - 
αμετάφραστες περιοχές κυτοκινών και μεταγραφικών παραγόντων και 
θεωρείται ότι αποσταθεροποιεί το κυτταροπλασματικό mRNA. Οι 
νουκλεοτιδικές αλληλουχίες των γονιδίων των NSCL1 και NSCL2 είναι 
υψηλά συντηρημένες μεταξύ των ανθρώπινων και των ποντικίσιων 
ομόλογων αλλά και μεταξύ τους όπως φαίνεται στον πίνακα 1 (Stanley 
Lipkowitz et al., 1992).
Human NSCL2 Mouse NSCL1 Mouse NSCL2 SCL LYL
Human NSCL1 89%, 75% 89% 63% 63%
54% 73%
Human NSCL2 92% 63% 63%
80%
Πίνακας 1. Ποσοστά ομολογίας μεταξύ των γονιδίων NSCL καθώς και μεταξύ των NSCL 
γονιδίων του ανθρώπου και των αιματοποιητικών γονιδίων SCL και LYL. Οι έντονοι χαρακτήρες 
αντιστοιχούν σε ποσοστά ομολογίας κωδικών περιοχών, οι απλοί χαρακτήρες σε ποσοστά 
ομολογίας σε όλο το μήκος του DNA και οι πλάγιοι χαρακτήρες σε ποσοστά ομολογίας bHLH 
περιοχών.
Το ανθρώπινο γονίδιο του NSCL1 περιέχει 2 εξόνια ενώ του NSCL2 
περιέχει 3 εξόνια ενώ όλη η μεταφραζόμενη περιοχή και στα δύο μόρια 
εντοπίζεται στο εξόνιο II (Jennifer Ν. Murdoch et al., 1999). Παρά τη 
νουκλεοτιδική τους ομολογία οι πρωτεΐνες των NSCL 1 και 2 παρουσιάζουν 
σημαντικές διαφορές οι οποίες προφανώς ευθύνονται για τη διαφορετική 
λειτουργία τους. Η πιο σημαντική διαφορά τους έγκειται στην Ν-τελική 
περιοχή της πρωτεΐνης όπου στον NSCL1 βρίσκεται μια περιοχή πλούσια σε 
προλίνες, ενώ στον NSCL2 βρίσκεται μια περιοχή πλούσια σε όξινα 
αμινοξέα. Αυτές οι αλληλουχίες είναι πιθανές περιοχές μεταγραφικής 
ενεργοποίησης (Stanley Lipkowitz et al., 1992).
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To NSCL1 γονίδιο εκφράζεται μόνο σε κύτταρα του νευρικού 
συστήματος και ειδικότερα σε ποντικίσια έμβρυα 9.5- 12.5 ημέρες μετά τη 
σύλληψη τους εκφράζεται στην υποεπενδυματική στοιβάδα του 
νευροεπιθηλίου σε ολόκληρο το Κ.Ν.Σ, ενώ στο Π.Ν.Σ εκφράζεται στα 
γάγγλια ραχιαίων ριζών (DRG, dorsal root ganglia), στο γάγγλιο του 
τριδύμου και σε άλλα κρανιακά γάγγλια με μέγιστα επίπεδα έκφρασης στις 
10.5-12 ημέρες. Ακόμα έχει ανιχνευτεί στο αισθητικό ρινικό επιθήλιο και 
στην αισθητική στοιβάδα της αναπτυσσόμενης οπτικής καλυπτρίδας. Η 
ανάπτυξη του Κ.Ν.Σ λαμβάνει χώρα μέσω κυτταρικού πολλαπλασιασμού 
στην επενδυματική στοιβάδα που ακολουθείται από μετανάστευση σε πιο 
εξωτερικά στρώματα. Αυτή η μετανάστευση συνοδεύεται από κυτταρική 
διαφοροποίηση (C. Glenn Begley et al., 1992). 9.5 ημέρες μετά τη σύλληψη 
η έκφραση του NSCL1 είναι έντονη στην υποεπενδυματική στοιβάδα του 
αναπτυσσόμενου Κ.Ν.Σ, όπως αναφέρθηκε και προηγουμένως, όπου 
βρίσκεται ένας υποπληθυσμός μεταμιτωτικών νευρικών κυττάρων που 
πρόκειται να μεταναστεύσουν και να διαφοροποιηθούν. Αυτό το πρότυπο 
έκφρασης του NSCL1 προτείνει ένα ρόλο του στη ρύθμιση της εξόδου των 
κυττάρων από τον κυτταρικό κύκλο ή της έναρξης της διαφοροποίησης από 
τη στιγμή που τα κύτταρα γίνουν μεταμιτωτικά (Jennifer Ν. Murdoch et al., 
1999). Επίσης, ο NSCL1 βρέθηκε να εκφράζεται ομοιόμορφα στην 
αρχέγονη μορφή της παρεγκεφαλίδας σε εγκεφάλους εμβρύων ποντικών 
μετά τη σύλληψη τους. Μέχρι την ημέρα 14 μετά τη σύλληψη η έκφραση 
του NSCL1 αν ιχνεύεται στα αρχέγονα κοκκώδη κύτταρα της
παρεγκεφαλίδας που μεταναστεύουν για να σχηματίσουν την εξωτερική 
κοκκώδη στοιβάδα (Martine Uittenbogaard et al., 1999).
Σε παρεγκεφαλίδες εμβρύων ποντικών 7-10 ημέρες μετά τη γέννηση 
τους βρέθηκε πως ο NSCL1 εκφράζεται αποκλειστικά στην εξωτερική 
κοκκώδη στοιβάδα (external granule layer) της παρεγκεφαλίδας στην οποία 
οι ανώριμοι νευρώνες εισέρχονται στη φάση της νευρικής διαφοροποίησης 
ενώ δεν ανιχνεύεται στα τμήματα της παρεγκεφαλίδας όπου εντοπίζονται οι 
διαφοροποιημένοι νευρώνες ή τα πολλαπλασιαζόμενα κύτταρα. Είναι 
ενδιαφέρον ότι ο NSCL1 εντοπίζεται μόνο στο εσωτερικό τμήμα της 
εξωτερικής κοκκώδης στοιβάδας, την προμεταναστευτική ζώνη 
(premigratory zone), όπου βρίσκονται μεταμιτωτικοί νευρώνες. Άρα, ο 
NSCL1 εκφράζεται μόνο σε μεταμιτωτικούς νευρώνες που βρίσκονται στην 
απαρχή της νευρικής τους διαφοροποίησης ( Melinda K.Duncan et al., 
1997). Παρόμοιο πρότυπο έκφρασης σε εγκεφάλους εμβρύων ποντίκων 
μετά τη γέννηση τους έχει περιγράφει και για τον NSCL2 (Marcy F. Haire, 
Anne Chiaramello, 1996).
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O cNSCLl εκφράζεται παροδικά σε ειδικούς κυτταρικούς τύπους 
κατά την ανάπτυξη του αμφιβληστροειδούς χιτώνα. Έτσι αρχικά εκφράζεται 
στα διαφοροποιούμενα κύτταρα των γάγγλιων (Ε6-Ε8), στη συνέχεια 
εξαφανίζεται η έκφραση του cNSCLl στην περιοχή του αμφιβληστροειδούς 
χιτώνα και ξεναεμφανίζεται την Ε12 στην περιοχή όπου εντοπίζονται τα 
κύτταρα γλοίας (Chuan-Ming Li et al., 1999). Πρόσφατα ανακαλύφθηκαν 
νέες θέσεις έκφρασης του NSCL1 στο Κ.Ν.Σ του κοτόπουλου και του 
ποντικού όπως είναι τα όρια τιον ρομβομερών στον οπίσθιο εγκέφαλο όπου 
η έκφραση του NSCL1 είναι ιδιαίτερα εμφανής την 3η εμβρυϊκή ημέρα 
(Kostas theodorakis et al., 2002).
1.5. ΣΤΟΧΟΙ, ΠΕΙΡΑΜΑΤΙΚΕΣ ΠΡΟΣΕΓΓΙΣΕΙΣ ΚΑΙ 
ΑΝΑΜΕΝΟΜΕΝΑ ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ
Στόχοι αυτού του ερευνητικού προγράμματος είναι σε πρώτη φάση η 
δημιουργία ανασυνδυασμένων πλασμιδιακών φορέων για 5 ελλειπτικές 
κατασκευές του γονιδίου του μεταγραφικού παράγοντα NSCL1 της όρνιθας 
(cNSCLl) και στη συνέχεια η εύρεση του τμήματος αυτού που είναι 
υπεύθυνο για την ενεργοποίηση ή την καταστολή της γονιδιακής έκφρασης 
στο επίπεδο της μεταγραφής.
Κατ’ αρχήν θα προσπαθήσουμε να απομονώσουμε με τη χρήση PCR 
(polymerase chain reaction, αλυσιδωτή αντίδραση πολυμερισμού) και στη 
συνέχεια να κλωνοποιήσουμε 5 ελλειπτικά τμήματα του γονιδίου cNSCLl. 
Ως εκκινητές για το PCR θα χρησιμοποιήσουμε ολιγονουκλεοτίδια τα οποία 
θα σχεδιαστούν με βάση την αλληλουχία του cNSCLl γονιδίου, ενώ ως 
μήτρα θα έχουμε την κωδική περιοχή του cNSCLl γονιδίου η οποία είχε 
προέλθει από cDNA εμβρύου όρνιθας 5 ημερών. Το γονίδιο cNSCL I της 
όρνιθας κωδικοποιεί για μία πρωτεΐνη 130 αμινοξέων με 80% συνολική 
ομοιότητα με την ανθρώπινη πρωτεΐνη NSCL1 όπως φαίνεται στην Εικόνα 
4. Οι bHLH περιοχές της ανθρώπινης πρωτεΐνης και της πρωτεΐνης του 
κοτόπουλου παρουσιάζουν 98% ομοιότητα (Chuan-Ming Li et al., 1999).
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cNSCLl MLNSEOTELDLPPAHSEPESVFSDCGRVGGAEESGVAL..CPQPmi min mm inn ι ι i
NSCLl MMLNSDTMEIiDLPPTKSETESGFSDCGGGAGPDGAGPGGPGGGQA
-T,-t......Basic_____
cNSCLl RGAEQAEAVKKDLQHLSREERRRRRRTTAKYRTAHATRERIRVE
II I I 1111II11111IIIII 111111II111111111
NSCLl RGPEPGEPGRKDLQHLSREERRRRRRATAKYRTAHATRERrRVE
Helixl Loop Helix2
cNSCLl AFNMAFAELRKLLPTLPPbKKLSKIBILRLAICYISYLNHVLDV
III 111111111II1111111111111111111111II11111
NSCLl AFNLAFAELRKLLPTLPPDKKLSKTEILRLAICYISYLNHVLDV
Εικόνα 4. Η πρωτεΐνη cNSCLl της όρνιθας σε σύγκριση με την πρωτεΐνη NSCLl του 
ανθρώπου.
Στη δεύτερη και πιο χρονοβόρα φάση αυτής της εργασίας θα γίνει 
μελέτη της λειτουργίας των ελλειπτικών κατασκευών του cNSCLl γονιδίου 
ειδικότερα όσον αφορά στην ανίχνευση της περιοχής του γονιδίου που είναι 
υπεύθυνη για τη μεταγραφική ενεργοποίηση ή καταστολή. Για το σκοπό 
αυτό θα πραγματοποιηθεί συνδιαμόλυνση (cotransfection) θηλαστικών 
κυττάρων χρησιμοποιώντας το ανασυνδυασμένο πλασμίδιο το οποίο 
περιέχει το τμήμα του cNSCLl γονιδίου που εξετάζουμε καθώς και 2 
πλασμίδια αναφοράς που περιέχουν το γονίδιο της λουσιφεράσης καθώς 
και το γονίδιο αναφοράς της β-γαλακτοσιδάσης αντίστοιχα.
Ο NSCLl μεταγραφικός παράγοντας έχει βρεθεί ότι ενεργοποιεί τη 
μεταγραφή γονιδίων όταν ετεροδιμερίζεται με την πρωτεΐνη ME la της 
οικογένειας των Ε-πρωτεϊνών (Martine Uittenbogaard et al., 1999). Θα 
περιμέναμε λοιπόν και στην περίπτωση του NSCLl γονιδίου της όρνιθας να 
εντοπίσουμε περιοχές του γονιδίου οι οποίες αυξάνουν τη μεταγραφή των 
γονιδίων αναφοράς.
2. ΥΛΙΚΑ
2.1. Προέλευση αντιδραστηρίων και υλικών.
Τα αντιδραστήρια που χρησιμοποιήθηκαν για την τεχνική της 
λουσιφεράσης προήλθαν από την εταιρεία PROMEGA, ενώ τα 
αντιδραστήρια που χρησιμοποιήθηκαν για την τεχνική της β- 
γαλακτοσιδάσης προήλθαν από την εταιρεία SIGMA. Τα περιοριστικά και 
τροποποιητικά ένζυμα που χρησιμοποιήθηκαν προήλθαν από τις εταιρείες: 
NEW ENGLAND BIOLABS, MINOTECH, GIBCO, FERMENTAS, και
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TAKARA. Τα θρεπτικά υλικά καλλιέργειας βακτηριακών στελεχών 
αγοράστηκαν από τις εταιρείες DIFCO και MERCK.
2.2. Βακτηριακά στελέχη και πλασμιδιακοί φορείς.
Για τη δημιουργία ανασυνδυασμένων κατασκευών χρησιμοποιήθηκε 
ο πλασμιδιακός φορέας pBxGI, ο οποίος αναπτύχθηκε σε βακτηριακά 
στελέχη Escherichia coli (E.coli) DH10B. Ο ανασυνδυασμένος φορέας 
pBxGI περιέχει ανοδικά του τμήματος του γονιδίου του cNSCLl έναν 
εκκινητή SV40 (ώστε να εκφράζεται στα κύτταρα των θηλαστικών) και 
εκφράζει μία χιμαιρική πρωτεΐνη που αποτελείται από την περιοχή 
σύνδεσης στο DNA (DNA Binding Domain, DBD) της πρωτεΐνης GAL4 
της ζύμης καθώς και από το προϊόν του τμήματος του γονιδίου του cNSCLl 
που εισαγάγαμε. Αυτή η χιμαιρική πρωτεΐνη όταν εκφραστεί συνδέεται με 
τη DBD περιοχή του στην περιοχή GAL4 UAS (Upstream Activating 
Sequense) που βρίσκεται ανοδικά του γονιδίου αναφοράς της 
λουσιφεράσης. Η περιοχή GAL4 UAS δεν υπάρχει φυσιολογικά στο 
γονιδίωμα των θηλαστικών.
2.3. Βακτηριακές καλλιέργειες.
Για την καλλιέργεια των βακτηριακών στελεχών E.coli 
χρησιμοποιήθηκαν τα θρεπτικά μέσα LB (Luria-Bertani) και 2χΥΤ σε υγρή 
και σε στερεή μορφή και σε σύσταση όπως περιγράφεται παρακάτω:
Και στις δύο περιπτώσεις για την προετοιμασία στερεών θρεπτικών 
υλικών προσθέτουμε 17gr agar στο 1 It θρεπτικού υλικού.
2.4. Αντιδραστήρια που χρησιμοποιήθηκαν στην τεχνική της β- 
γαλακτοσιδάσης.
1. Sodium Phosphate Buffer (Na2HP04), 0.1 Μ, pH= 7.3
Προσαρμόζουμε το pH του διαλύματος του 0.1 Μ Na2HP04 στο 7.3 
χρησιμοποιώντας διάλυμα 0.1 Μ NaH2P04.
lit LB lit 2xYT
5gr yeast extract 
lOgr bactotryptone 
lOgrNaCl
Ρύθμιση του pH στο 7.0
16gr tryptone 
lOgr yeast extract 
lOgrNaCl
Ρύθμιση του pH στο 7.2-7.4
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2. lOOx Salt buffer:
3M KC1 
1M MgCl2 
β-mercaptoethanol 
H20
333 μΐ 
100 μ] 
352 μΐ 
215 μΐ
ΣΥΝΟΛΙΚΟΣ ΟΓΚΟΣ ΙΟΟΟμΙ
3. ONPG (o-nitrophenyl-p-D-galactopyranoside)
Διαλύουμε 8 mg σκόνης ONPG (αγορασμένη από τη Sigma) ανά ml 0.1 
Μ Na2HP04.
4. Na2C03lM
2.5. Υλικά που χρησιμοποιήθηκαν για το transfection (διαμόλυνση).
1. 2x HEPES-buffered saline (HBS)
280 mM NaCl 
lOmMKCl
1.5 mM Na2HP04-2H20 
12 mM dextrose 
50 mM HEPES
2. 2M CaCI2
3. Υγρό θρεπτικό υλικό DMEM. Για την ανάπτυξη των ευκαρυωτικών 
κυττάρων HEPG2 (Hepatic) και ΗΕΚ293 (Human Embryonic 
Kidney) που χρησιμοποιούμε, χρησιμοποιούμε θρεπτικό υλικό 
DMEM* που αποτελείται από θρεπτικό υλικό DMEM καθώς και από 
τα αντιβιοτικά πενικιλλίνη και στρεπτομυκίνη σε συγκέντρωση 2mM 
όπως επίσης και από 10% FBS (foetal bovine serum).
2.6. Αλυσιδωτή αντίδραση πολυμερισμού (Polymerase Chain Reaction- 
PCR).
Η μέθοδος αυτή δίνει τη δυνατότητα πολλαπλασιασμού τμημάτων 
DNA in vitro μέσω διαδοχικών βημάτων επώασης σε διάφορες 
θερμοκρασίες και με τη χρήση του ανασυνδυασμένου θερμοανθεκτικού 
ενζύμου της DNA πολυμεράσης απομονωμένου από τον οργανισμό
ΜΕΘΟΑΟΙ
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Thermus aquaticus (ampliTaq DNA polymerase-CETXJS). Οι συνθήκες για 
το PCR θα είναι οι εξής σύμφωνα με τις οδηγίες της PERKIN ELMER 
CETUS που είναι η προμηθεύτρια εταιρεία της Taq DNA πολυμεράσης:
100-200 ng DNA από cDNA βιβλιοθήκη, εκκινητές σε συγκέντρωση 
20 pmoles ο καθένας, lxPCR ρυθμιστικό διάλυμα (lOxPCR: lOOmM Tris- 
HC1, pH 8.3, 500 mM KC1), dNTPs σε συγκέντρωση 200 μΜ το καθένα, 2.5 
mM MgCl2 και 1.25u AmpliTaq DNA πολυμεράση σε τελικό όγκο 50 μΐ. 
Κάλυψη των δειγμάτων με παραφινέλαιο. Τα δείγματα τοποθετούνται σε 
κατάλληλο μηχάνημα (PERKIN ELMER CETUS) και τα προϊόντα 
αναπτύσσονται σε 30 κύκλους (1 min αποδιάταξη, 0.5-1 min στην 
θερμοκρασία αναδιάταξης κατάλληλη για τους δύο εκκινητές και 1.5 min 
στους 72°C όπου γίνεται ο πολλαπλασιασμός των μητρικών αλυσίδων). Οι 
εκκινητές που χρησιμοποιήθηκαν στα πειράματα μας φαίνονται στον πίνακα 
2.
#1 CCGGAA TTCAT GCTC AACT CGG AGC AG AC
#2 CGCGGA rCCCAGGTGCTGCAGGTCCTTC
#3 CCGGAA TTCG ACCTGCAGCACCTGAGCC
#4 CGCGGA 7TCGGCCGT GGTTCGCCGCCGC
#5 CCGGAA TTCCGGCGGCGAACCACGGCCAAG
#6 CGCGGA rCCTCAGACATCCAGCACGTGGTT
Πίνακας 2. Αλληλουχία εκκινητών που χρησιμοποιήθηκαν στην PCR αντίδραση. Οι 
σημειωμένες αλληλουχίες αντιπροσωπεύουν τις θέσεις αναγνώρισης από τα περιοριστικά ένζυμα 
BamHI και EcoRI (GGATCC—* θέση αναγνώρισης για το ένζυμο BamHL, GAATTC—*θέση 
αναγνώρισης για το ένζυμο EcoRI).
2.7. Απομόνωση και καθαρισμός τμημάτων DNA από πηκτωμα 
αγαρόζης.
Επιλέχτηκε η μέθοδος της ηλεκτροέκλουσης σε μεμβράνες 
διαπίδυσης. Για τον καθαρισμό του DNA ακολουθήσαμε τη μέθοδο 
καθαρισμού με φαινόλη-χλωροφόρμιο και κατακρήμνιση με αιθανόλη και 
άλας οξικού νατρίου.
Α. Ηλεκτροέκλουση.
Το πρωτόκολλο που ακολουθήσαμε είναι το εξής:
1. Πέψη 0.1 -25 pg DNA με κατάλληλα ένζυμα περιορισμού.
2. Ηλεκτροφόρηση σε παρασκευαστικό gel αγαρόζης 1% (με 
μόλις 1-2 μΐ EtBr).
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3. Κόβουμε την μπάντα που περιέχει το DNA που μας ενδιαφέρει 
και βάζουμε το κομμάτι του gel σε μία μεμβράνη διαπίδυσης, 
τη γεμίζουμε με νερό και την κλείνουμε με clips.
4. Τοποθετούμε τη μεμβράνη στο δοχείο της ηλεκτροφόρησης 
στα 120 V για 1-1.5 ώρες.
5. Αλλάζουμε τη πολικότητα για 30 sec για να ξεκολλήσει το 
DNA από την άκρη της μεμβράνης και να μεταφερθεί στο νερό 
που βρίσκεται μέσα στη μεμβράνη.
6. Μεταφέρουμε το υγρό από τη μεμβράνη σε ένα καθαρό 
πλαστικό σωληνάριο και κάνουμε εκχυλίσεις με 2-βουτανόλη 
για να μειωθεί ο όγκος του νερού στο διάλυμα που περιέχει το 
DNA
Β. Καθαρισμός του DNA.
1. Σε μία ινσουλίνη δημιουργούμε μία στήλη από Sephadex G50.
2. Περνάμε το διάλυμα μας με το DNA από τη στήλη, η οποία 
απομακρύνει άλατα, πεπτίδια και αμινοξέα από το διάλυμά μας.
3. Στη συνέχεια καθαρίζουμε το DNA μας με επαναλαμβανόμενες 
εκχυλίσεις με ίσο όγκο μίγματος ουδέτερης φαινόλης- 
χλωροφόρμιου (αναλογία 1:1).
4. Έπειτα προσθέτουμε 1/10 του όγκου οξικό νάτριο καθώς και δύο 
όγκους αιθανόλη 100%.
5. Φυγοκεντρούμε το δείγμα του DNA για 10 min στις 13800 rpm 
στους 4°C ώστε να πέσει η πελλέτα του DNA.
6. Αφού αφαιρέσουμε το υπέρ κείμενο υγρό, επαναδιαλύουμε την 
πελλέτα σε κάποιο όγκο αποστειρωμένου νερού και φυλάσσουμε 
το δείγμα του καθαρού DNA στους -20°C για να το 
χρησιμοποιήσουμε αργότερα.
2.8. Πέψη μορίων DNA με ένζυμα περιορισμού.
Στην περίπτωση μας χρησιμοποιείται για τη δημιουργία 
συμπληρωματικών άκρων ανάμεσα στον φορέα και στα τμήματα του 
γονιδίου του cNSCLl που έχουμε απομονώσει καθώς και για τον έλεγχο 
των αποικιών των μετασχηματισμένων βακτηρίων για την ύπαρξη του 
τμήματος του DNA που επιλέξαμε να εισάγουμε. Στα συγκεκριμένα 
πειράματα ο φορέας (pBxGI) και οι ελλειπτικές κατασκευές του cNSCLl, 
κόπηκαν με τα ένζυμα BamHl και EcoRI που δημιουργούν ελεύθερα 
κολλώδη άκρα. Ο φορέας pBxGI μετά τη δημιουργία κολλώδων άκρων 
επεξεργάστηκε με C.I.P. (Calf Intestinal alkaline Phosphatase) που
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απομακρύνει τη φωσφορική ομάδα από το 5-άκρο παρεμποδίζοντας έτσι 
την επανένωση του πλασμιδιακού φορέα.
Μια πέψη αποτελείται από το δείγμα του DNA που θέλουμε να 
ελέγξουμε, από το ένζυμο περιορισμού, από το κατάλληλο ρυθμιστικό 
διάλυμα για το συγκεκριμένο ένζυμο περιορισμού καθώς και σε κάποιες 
περιπτώσεις από BSA (Bovine Serum Albumin, αυξάνει την ενεργότητα του 
ενζύμου). Η θερμοκρασία της πέψης είναι συνήθως οι 37°C αλλά μπορεί να 
διαφέρει ανάλογα με τις απαιτήσεις του ενζύμου. Συνήθιος ο χρόνος που 
χρειάζεται για να δράσει το ένζυμο περιορισμού είναι περίπου 1.5 ώρες.
Όταν οι πέψεις έχουν ολοκληρωθεί φορτώνουμε τα δείγματα μας σε 
gel αγαρόζης 1% αφού προσθέσουμε στα δείγματα μας μικρή ποσότητα 
διαλύματος loading buffer. Τα loading buffers αυξάνουν την πυκνότητα του 
δείγματος, ώστε το DNA να πέσει ακριβώς στο πηγαδάκι, προσθέτουν 
χρώμα στο δείγμα και περιέχουν χρωστικές που σε ηλεκτρικό πεδίο 
κινούνται προς την άνοδο με προβλέψιμους ρυθμούς (ενώ το DNA κινείται 
προς την κάθοδο). Μαζί με τα δείγματα πάντα φορτώνουμε στο gel μικρή 
ποσότητα DNA ladder και ειδικότερα στην περίπτωση μας τον λ/HindlII το 
οποίο μας διευκολύνει στον υπολογισμό τους μεγέθους ενός τμήματος DNA 
που βλέπουμε ως μία μπάντα στο gel.
2.6. Σύνδεση μορίων DNA (ligation).
Η ligation περιλαμβάνει συνένωση 2 ή περισσοτέρων κομματιών 
DNA. Στην περίπτωση μας χρησιμοποιείται για τη συνένωση ενός 
πλασμιδιακού φορέα με ένα τμήμα DNA. Για το σκοπό αυτό 
χρησιμοποιήσαμε το ένζυμο Τ4 DNA λιγάση, που προέρχεται από στελέχη 
E.coli που περιέχουν πλασμίδια με το γονίδιο της λιγάσης σε υψηλές 
συνθήκες έκφρασης. Η Τ4 DNA λιγάση δημιουργεί δεσμούς ανάμεσα στα 
3 -ΟΗ και 5-Ρ άκρα και χρειάζεται ΑΤΡ και Mg+2 σαν συμπαράγοντες. Η 
αναλογία τμήματος DNA: φορέα εναπόκειται στην κρίση μας. Μπορεί να 
είναι 5:1, 3:1, 2:1 ανάλογα με το μέγεθος του φορέα Η αναλογία αυτή δεν 
είναι αναλογία μάζας αλλά αναλογία μορίων. Η θερμοκρασία της ligation 
κάποιες φορές ορίζεται από την κατασκευάστρια εταιρεία της λιγάσης. 
Εμείς χρησιμοποιούμε δύο διαφορετικές θερμοκρασίες (12°C και 16°C ). Το 
ρυθμιστικό διάλυμα της λιγάσης της εταιρείας TAKARA που 
χρησιμοποιούμε αποτελείται από:
10 mM Tris-HCl (pH 7.5)
50 mM KC1
10 mM 2- mercaptoethanol
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0.1 mMEDTA 
50% glycerol
2.7. Μετασχηματισμός (transformation) βακτηριακών κυττάρων.
Ο μετασχηματισμός των βακτηριακών κυττάρων έγινε με τη μέθοδο 
LB-PEG. Η μέθοδος αυτή δίνει συχνότητα μετασχηματισμού κυττάρων 
μεγαλύτερη από 1x107 και περιλαμβάνει εν συντομία τα παρακάτω βήματα:
1. Μεταφορά μιας βακτηριακής αποικίας E.coli από ένα φρέσκο 2χΥΤ- 
άγαρ τριβλίο σε υγρή καλλιέργεια μικρού όγκου (2-3 ml) και επώαση 
Ο/Ν στους 37°C.
2. Εμβολιασμός 250 ml 2χΥΤ με 2.5 ml από την παραπάνω καλλιέργεια. 
Επώαση υπό ανάδευση στους 37°C μέχρι η πυκνότητα των κυττάρων 
στα 600nm να φτάσει 0.7.
3. Τοποθέτηση στον πάγο για 10 min.
4. Φυγοκέντρηση των κυττάρων στους 4°C, στις 5000 rpm, για 15 min.
5. Επαναδιαλύσυμε τα κύτταρα σε 2.5 ml κρύο 2χΥΤ.
6. Προσθέτουμε 12.5 ml διάλυμα LB-PEG.
Διάλυμα LB-PEG.
Γλυκερόλη 36 ml
PEG 8000 12 gr
1 Μ MgS04 1.2 ml
LB θρεπτικό έως τα 100 ml
7. Ανακατεύουμε καλά, αλλά όχι απότομα.
8. Μοιράζουμε τα βακτήρια σε μικρές ποσότητες και τα φυλάμε στους - 
80°C.
9. Ξεπαγώνουμε τα βακτήρια (όσα δεν χρησιμοποιηθούν αμέσως).
10. Αμέσως αναμιγνύουμε 90 μΐ βακτήρια με 5-10 μΐ DNA από τη 
ligation.
11. Αφήνουμε στον πάγο για 15 min.
12. Μεταφέρουμε τα βακτήρια στους 42°C για 1 min (heat shock) και 
μετά ξανά στον πάγο για 5 min.
13. Προσθέτουμε 900 μΐ 2χΥΤ και επωάζουμε στους 37°C για 1 ώρα.
14. Απλώνουμε τα βακτήρια σε τριβλία 2χΥΤ
2.8. ΑΠΟΜΟΝΩΣΗ ΝΟΥΚΛΕΪΝΙΚΩΝ ΟΞΕΩΝ
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2.8.1. Απομόνωση πλασμιδιακού DNA σε μικρή κλίμακα.
Για την παρασκευή σε μικρή κλίμακα (mini prep) υπερελικωμένου 
πλασμιδιακού DNA χρησιμοποιήθηκε η μέθοδος της αλκαλικής λύσης. Η 
μέθοδος αυτή αποδίδει υψηλής καθαρότητας και σχετικά μεγάλες ποσότητες 
πλασμιδίου (10-15 μμ) κατάλληλου για ανάλυση με περιοριστικά ένζυμα 
αλλά και για τον προσδιορισμό της πρωτοταγούς δομής της νουκλεοτιδικής 
αλληλουχίας. Το πρωτόκολλο που ακολουθήθηκε ήταν το εξής:
1. Εμβολιάζουμε περίπου 3ml υγρό θρεπτικό υλικό που βρίσκεται σε 
βακτηριολογικό σωληνάριο με μία αποικία μετασχηματισμένων 
βακτηρίων που έχουν αναπτυχθεί σε τριβλίο. Τοποθετούμε το 
βακτηριολογικό σωληνάριο στους 37°C υπό ανάδευση Ο/Ν 
(overnight).
2. Την επομένη μεταφέρουμε 1.5 ml από την καλλιέργεια που έχει 
αναπτυχθεί στο βακτηριολογικό σωληνάριο σε eppendorf του 1.5 ml 
(το υπόλοιπο της καλλιέργειας φυλάσσεται στους 4°C). 
Φυγοκεντρούμε στις 12000 rpm για 30 sec.
3. Απομακρύνουμε το υπερκείμενο υγρό και αφήνουμε την πελλέτα όσο 
πιο στεγνή γίνεται.
4. Επαναδιαλύουμε τη βακτηριακή πελλέτα σε 100 μΐ κρύο Solution #1 
ή GTE (Glucose Tris EDTA).
Solution #1
50 mM γλυκόζη 
25 mM Tris-Cl (pH 8.0)
10 mM EDTA (pH 8.0)
5. Προσθέτουμε 200 μΐ φρεσκοφτιαγμένου Solution #2.
Solution #2
0.2N NaOH 
1% SDS 6 7
6. Κλείνουμε τα eppendorfs και τα ανακατεύουμε γρήγορα και καλά (με 
vortex). Στον πάγο για 5 min.
7. Προσθέτουμε γρήγορα 150 μΐ κρύο Solution #3. Κλείνουμε τα 
eppendorfs. Vortex για 10 sec και τα τοποθετούμε στον πάγο για 5 
min.
25
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
08/12/2017 02:00:30 EET - 137.108.70.7
Solution #3 (To διάλυμα είναι 3M με βάση το κάλιο και 5Μ με βάση 
το οξικό οξύ)
5Μ potassium acetate 
glacial acetic acid 
H20
8. Φυγοκέντρηση στους 4°C στις 12000 rpm για 5 min.
9. Μεταφορά του υπερκείμενου σε νέο eppendorf. Προσθήκη ίσου 
όγκου μίγματος φαινόλης:χλωροφόρμιου. Ανακινούμε και 
φυγοκεντρούμε στους 4°C στις 12000 rpm για 3 min.
10. Μεταφέρουμε την υπερκείμενη φάση σε νέο eppendorf και 
προσθέτουμε 2 όγκους αιθανόλη 100%. Ανακινούμε καλά και 
αφήνουμε σε θερμοκρασία δωματίου για 5 min.
11. Φυγοκεντρούμε στους 4°C στις 12000 rpm για 5 min για να πέσει η 
πελλέτα με το πλασμιδιακό DNA. Απομακρύνουμε το υπερκείμενο 
και αφήνουμε την πελλέτα να στεγνώσει καλά.
12. Προσθέτουμε 50-100 μί από ένα διάλυμα RNAse Α σε Η20 
(10mg/ml) και φυλάσσουμε το δείγμα μας στους -20°C.
2.8.2. Απομόνωση πλασμιδιακού DNA σε μεσαία κλίμακα.
Για την απομόνωση πλασμιδιακού DNA σε μεσαία κλίμακα (midi 
prep) ακολουθήθηκε η παρακάτω διαδικασία σύμφωνα με το πρωτόκολλο 
της GENOMED απ’ όπου προέρχονται και τα αντιδραστήρια (και η spin 
column) που χρησιμοποιούμε:
1. Εμβολιάζουμε 50 ml υγρού θρεπτικού μέσου που βρίσκεται σε 
κωνική φιάλη με 50-100 μΐ από καλλιέργεια που βρίσκεται σε 
βακτηριολογικό σωληνάριο (βλ. προηγούμενη παράγραφο) και την 
τοποθετούμε στους 37°C υπό ανάδευση.
2. Την επομένη μεταφέρουμε 30 ml από την καλλιέργεια σε δοχείο 
φάλκον των 50 ml και φυγοκεντρούμε στους 4°C στις 4000 rpm για 
10 min για να πέσει η πελλέτα με τα βακτήρια.
3. Απομακρύνουμε όσο περισσότερο μπορούμε από το υπερκείμενο 
υγρό και επαναδιαλύουμε την πελλέτα σε 4ml διάλυμα F1 μέχρι το 
διάλυμα να γίνει ομοιογενές.
4. Προσθέτουμε 4 ml από το διάλυμα F2 και ανακινούμε ήπια. 
Αφήνουμε το διάλυμα σε θερμοκρασία δωματίου για 5 min.
5. Προσθέτουμε 6 ml διάλυμα F3 και ανακινούμε αμέσως αλλά ήπια 
μέχρι το μίγμα να γίνει ομοιογενές. Φυγοκεντρούμε το μίγμα σε 
θερμοκρασία δωματίου στις 12000g για 15 min.
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6. Μεταφέρουμε το υπερκείμενο σε spin column που έχουμε 
τοποθετήσει εντός ενός δοχείου φάλκον των 50 ml και 
φυγοκεντρούμε στις 4000 rpm για 5min σε έναν swing-out ρότορα.
7. Αδειάζουμε το δοχείο φάλκον από το προηγούμενο βήμα και 
επανατοποθετούμε τη στήλη μέσα σε αυτό. Προσθέτουμε 10 ml 
διαλύματος F4 στη στήλη και φυγοκεντρούμε στις 4000 rpm για 5min 
σε έναν swing-out ρότορα. Αδειάζουμε το φάλκον και 
επαναφυγοκεντρούμε στις 4000 rpm για 7 min σε έναν swing-out 
ρότορα για να καθαρίσει η στήλη από το εναπομένων διάλυμα F4.
8. Μεταφέρουμε τη στήλη σε ένα νέο καθαρό φάλκον των 50 ml. 
Ξεπλένουμε τη στήλη με 800 μΐ αποστειρωμένο Η2Ο και 
φυγοκεντρούμε στις 4000 rpm για 5min σε έναν swing-out ρότορα, 
οπότε το πλασμιδιακό DNA μεταφέρεται στο φάλκον. Στη συνέχεια 
μπορούμε να μεταφέρουμε το διάλυμα του DNA σε ένα eppendorf 
του 1.5 ml και να το φυλάξουμε στους -20°C.
2.8.3. Απομόνωση πλασμιδιακού DNA σε μεγάλη κλίμακα.
Για την παρασκευή σε μεγάλη κλίμακα (maxi prep) υπερελικωμένου 
πλασμιδιακού DNA χρησιμοποιήθηκε η μέθοδος της αλκαλικής λύσης, η 
οποία είναι αποτελεσματική για όλα τα κοινώς χρησιμοποιούμενα στελέχη 
της E.coli και είναι σχεδιασμένη για να χρησιμοποιείται σε συνδυασμό με 
ένα επακόλουθο βήμα καθαρισμού, στην περίπτωση μας καθαρισμό με 
διαδοχικές υπερφυγοκεντρήσεις διαβάθμισης χλωριούχου καισίου (CsCl) 
παρουσία βρωμιούχου αιθιδίου (EtBr). Η μέθοδος αυτή αποδίδει υψηλές 
ποσότητες πολύ καθαρού πλασμιδιακού DNA και το πρωτόκολλο που 
ακολουθήσαμε είναι το εξής:
1. Ρίχνουμε τα βακτηριακά κύτταρα από μία καλλιέργεια των 400 ml με 
φυγοκέντρηση στους 4°C, στις 4000 rpm για 15 min σε έναν Sorvall 
GS3 ρότορα (ή ισοδύναμο του) και απομακρύνουμε όλο το 
υπερκείμενο υγρό.
2. Επαναδιαλύουμε τη βακτηριακή πελλέτα σε 10 ml Solution #1.
3. Προσθέτουμε 1 ml διαλύματος λυσοζύμης συγκέντρωσης 10 mg/ml 
σε 10 mM Tris-Cl [pH 8.0],
4. Προσθέτουμε 20 ml φρέσκου Solution #2 και ανακατεύουμε καλά. 
Φυλάσσουμε το μπουκάλι σε θερμοκρασία δωματίου για 5-10 min.
5. Προσθέτουμε 15 ml κρύου Solution #3. Κλείνουμε το μπουκάλι και 
ανακινούμε καλά αλλά όχι έντονα. Το διάλυμα που δημιουργείται 
πρέπει να είναι ομοιογενές. Τοποθετούμε το μπουκάλι στον πάγο για 
10 min. Το άσπρο ίζημα που δημιουργείται αποτελείται από
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χρωμοσωμικό DNA, υψηλού Μ.Β RNA καθώς και σύμπλοκα 
καλίου/δϋδ/πρωτείνης/ μεμβράνης.
6. Φυγοκεντρούμε στους 4°C, στις 4000 rpm για 15 min σε έναν Sorvall 
GS3 ρότορα (χωρίς να πατήσουμε το φρένο). Δημιουργείται μία 
συμπαγής άσπρη πελλέτα που περιέχει τα υπολείμματα των 
βακτηρίων.
7. Σε μπουκάλι των 250 ml με ένα χωνί που περιέχει υαλοβάμβακα 
φιλτράρουμε το υπερκείμενο από την προηγούμενη φάση.
8. Προσθέτουμε 60% του όγκου ισοπροπανόλη, ανακινούμε καλά και 
αφήνουμε το μπουκάλι σε θερμοκρασία δωματίου για 10 min.
9. Φυγοκεντρούμε στις 5000 rpm για 15 min σε θερμοκρασία δωματίου 
ώστε να πέσει η πελλέτα με το πλασμιδιακό DNA. Αφήνουμε την 
πελλέτα να στεγνώσει τελείως και στη συνέχεια ξεπλένουμε με 1-2 ml 
70% αιθανόλη. Αφήνουμε και πάλι την πελλέτα να στεγνώσει.
ΙΟ.Επαναδιαλύουμε την πελλέτα σε 3 ml αποστειρωμένο Η20 και 
προχωρούμε στον καθαρισμό ο οποίος αποτελείται από τα παρακάτω 
βήματα:
a. Υπολογίζουμε με ακρίβεια τον όγκο του διαλύματος του DNA 
και τα μεταφέρουμε σε νέο πλαστικό σωληνάριο.
b. Για κάθε ml διαλύματος προσθέτουμε 1.1 gr στερεού CsCl και 
ανακατεύουμε καλά ώσπου να διαλυθεί το CsCl.
c. Προσθέτουμε 60-1 ΟΟμΙ EtBr (συγκέντρωσης 10mg/ml σε Η20).
d. Μεταφέρουμε το διάλυμα ανακατεύοντας σε ένα quick seal 
centrifuge tube και συμπληρώνουμε προσεκτικά με CsCl 
συγκέντρωσης 1 gr/ml Η20.
e. Κλείνουμε το tube και τοποθετούμε ισοζυγισμένα δείγματα 
στην υπερφυγόκεντρο στις 55000 rpm μέχρι την επόμενη 
ημέρα.
f. Την επομένη έχουν δημιουργηθεί δύο ζώνες (κόκκινες) στο 
κέντρο περίπου του tube. Η κάτω ζώνη περιέχει το πλσμιδιακό 
DNA που μας ενδιαφέρει. Η πάνω ζώνη, αν υπάρχει, είναι 
λεπτή και αποτελείται από γραμμικό DNA καθώς και από 
κομμένο κυκλικό πλασμιδιακό DNA. Κατά μήκος του tube 
υπάρχει μία έντονα κόκκινη ζώνη που περιέχει σύμπλοκα 
EtBr/RNA.
g. Παίρνουμε το πλασμιδιακό DNA προσεκτικά με μία σύριγγα 
και το μεταφέρουμε σε ένα καθαρό πλαστικό σωληνάριο. 
Μπορούμε να πάρουμε μέχρι και 4 mg DNA.
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h. Κάνουμε αρκετές εκχυλίσεις με CsCl και Η20 κορεσμένα σε 
ισοπροπανόλη ώσπου να μη διακρίνεται διαφορά στο χρώμα 
ανάμεσα στις δύο φάσεις.
i. Μεταφέρουμε, μετρώντας τον όγκο, το διάλυμα του DNA σε 
γυάλινο COREX και προσθέτουμε δύο όγκους αποστειρωμένο, 
αποσταγμένο Η20. Έπειτα προσθέτουμε δύο φορές επί το 
συνολικό όγκο, αιθανόλη 100%.
j. Φυγοκεντρούμε στις 1500 rpm για 3 min σε θερμοκρασία 
δωματίου για να πέσει το DNA, το μεταφέρουμε σε ένα 
eppendorf του 1.5 ml και το διαλύουμε σε περίπου 450 μΐ 
αποσταγμένο, αποστειρωμένο νερό.
k. Τέλος, μετράμε την απορρόφηση του δείγματος μας στα 260 
nm και 280 nm για να βρούμε τη συγκέντρωση του και να 
επιβεβαιώσουμε την καθαρότητα του.
2.9. Αιαμόλυνση (tranfection) ευκαρυωτικών κυττάρων.
Υπάρχουν διάφορες μέθοδοι για την εισαγωγή κλωνοποιημένων 
ευκαρυωτικών τμημάτων DNA σε καλλιέργειες θηλαστικών κυττάρων. 
Εμείς θα χρησιμοποιήσουμε τη μέθοδο της κατακρήμνισης συμπλοκών 
DNA με φωσφορικό ασβέστιο. Η πρόσληψη του DNA από κύτταρα σε 
καλλιέργεια ενισχύεται σημαντικά όταν το νουκλεΐνικό οξύ 
παρουσιάζεται συμπλοκοποιημένο με φωσφορικό ασβέστιο. Το 
πρωτόκολλο που ακολουθήσαμε είναι το εξής:
Α. Προετοιμασία ευκαρυωτικών κυττάρων για transfection.
1. 24 ώρες πριν το transfection αφαιρούμε όλο το θρεπτικό 
(DMEM*) από τη καλλιέργεια των κυττάρων που 
βρίσκονται προσκολλημένα στο πάτο της φλάσκας την 
οποία παίρνουμε από έναν κλίβανο όπου οι συνθήκες είναι 
37°C/ 5% C02 όπου αναπτύσσονται τα κύτταρα.
2. Προσθέτουμε τρυψίνη που βοηθάει τα κύτταρα να 
ξεκολλήσουν από το πάτο αλλά και μεταξύ τους, καθώς τα 
συσσωματώματα παρεμποδίζουν το transfection και 
τοποθετούμε τη φλάσκα στους 37°C/ 5% C02 για 5-10 min.
3. Στη συνέχεια προσθέτουμε θρεπτικό υλικό (DMEM*) στη 
φλάσκα μέχρι να καλυφθεί η επιφάνεια της και 
ανακατεύουμε ώσπου να ξεκολλήσουν τα κύτταρα και να 
διαλυθούν τα συσσωματώματα.
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4. Μετράμε τα κύτταρα με τη βοήθεια του κυτταρομετρητή 
και βρίσκουμε τα κύτταρα/ml.
5. Σε πιάτα 6 θέσεων (6-well plates), ακτίνας 1.75 cm, 
βάζουμε 5*10" κύτταρα/ well καθώς και περίπου 2 ml 
θρεπτικό/ well. Η αναλογία των κυττάρων/ well διαφέρει 
ανάλογα με το εμβαδόν της επιφάνειας του well. Στη 
συνέχεια τοποθετούμε τα κύτταρα στους 37°C/ 5% C02 
μέχρι την επομένη που θα γίνει το transfection.
Β. Transfection
1. Ετοιμάζουμε τα δείγματα του DNA που περιέχουν το 
πλασμίδιο της λουσιφεράσης, το πλασμίδιο της β- 
γαλακτοσιδάσης καθώς και το πλασμίδιο που περιέχει το 
τμήμα του γονιδίου του cNSCLl. Για τα 6-well plates η 
συνολική ποσότητα του DNA στο κάθε δείγμα δεν πρέπει 
να ξεπερνάει τα 6 pg (συμπληρώνουμε με το πλασμίδιο του 
pBluescript KS).
2. Στο eppendorf που περιέχει το δείγμα του DNA 
προσθέτουμε 15.5 μΐ CaCl2 2Μ και συμπληρώνουμε ως τα 
125 μΐ με αποστειρωμένο Η20 (οι τιμές αυτές είναι ειδικές 
για τα 6-well plates).
3. Ρίχνουμε το περιεχόμενο του προηγούμενου eppendorf 
σταγόνα-σταγόνα σε νέο eppendorf που περιέχει 125 μΐ 
2xHBS και το αφήνουμε για 15-20 min σε θερμοκρασία 
δωματίου.
4. Ανακατεύουμε με τη πιπέτα και προσθέτουμε το μίγμα στο 
well με τα κύτταρα που βγάζουμε από τους 37°C/ 5% C02.
5. Τοποθετούμε και πάλι το 6-well plate στους 37°C/ 5% C02 
έως την επομένη.
6. Την επομένη ξεπλένουμε τα κύτταρα 2 φορές με θρεπτικό 
(DMEM σκέτο). Αφού τα ξεπλύνουμε προσθέτουμε 
θρεπτικό υλικό (DMEM*) και τα τοποθετούμε στους 37°C/ 
5% C02 έως την επομένη οπότε και θα κάνουμε τις 
μετρήσεις μας.
2.10. Η τεχνική της λουσιφεράσης.
Η λουσιφεράση της πυγολαμπίδας χρησιμοποιείται ευρέως σαν 
γονίδιο αναφοράς για τους παρακάτω λόγους:
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1. Η πρωτεΐνη δεν απαιτεί μετα-μεταφραστική τροποποίηση και η 
δραστηριότητα της πρωτεΐνης είναι διαθέσιμη κατά τη 
μετάφραση.
2. Πρόκειται για πολύ ευαίσθητη τεχνική με μεγάλη απόδοση 
φωτός.
3. Πρόκειται τέλος για μια γρήγορη τεχνική.
Η αντίδραση που καταλύεται από τη λουσιφεράση της πυγολαμπίδας είναι η 
εξής:
Beetle luciferin + ATP + 02 —> oxyluciferin + AMP + PPi + CO2 + light
Στην τεχνική της λουσιφεράσης από την Promega το φως διατηρείται για 
περίπου 1 min από τη στιγμή που θα συνδυαστούν το ένζυμο με το 
υπόστρωμα. Για μετασχηματισμένα κύτταρα είναι απαραίτητο ένα 
ρυθμιστικό διάλυμα που προκαλεί τη λύση των κυττάρων για την 
προετοιμασία του δείγματος πριν τον υπολογισμό της λουσιφεράσης. Εμείς 
θα χρησιμοποιήσουμε το διάλυμα RLB (Reporter Lysis Buffer), το οποίο 
είναι ήπιο και αποτελεσματικό για προσκολημμένα θηλαστικά κύτταρα 
όπως τα δικά μας. Το γονίδιο της λουσιφεράσης βρίσκεται κλωνοποιημένο 
στον πλασμιδιακό φορέα pGL3-basic της εταιρείας life Science. Ο φορέας 
αυτός δεν περιέχει ευκαρυωτικό υποκινητή ούτε και ενισχυτές. Εμείς 
χρησιμοποιούμε αυτόν το φορέα στον οποίο όμως έχει κλωνοποιηθεί μια 
περιοχή GAL4 UAS. Ο ανασυνδυασμένος φορέας ονομάζεται πλέον pG5B- 
luc. Το πρωτόκολλο που ακολουθήσαμε είναι το ακόλουθο:
1. Απομακρύνουμε το θρεπτικό υλικό από τα πηγαδάκια όπου έχουν 
αναπτυχθεί τα κύτταρα.
2. Ξεπλένουμε τα κύτταρα με IxPBS (Phosphate Buffered Saline).
3. Προσθέτουμε το διάλυμα lxRLB (150 μΐ/ πηγαδάκι σε 6-well 
plate) στα πηγαδάκια και τα μεταφέρουμε στους -80°C για 10 min 
και έπειτα στους 37°C για 2 min για να βοηθήσουμε τα κύτταρα να 
σπάσουν.
4. Στη συνέχεια ξεπλένουμε πολύ καλά τον πάτο όπου βρίσκονται 
προσκολλημένα τα κύτταρα με το διαλύμα RLB που ήδη υπάρχει 
μέσα ώσπου ο πάτος να γίνει λείος.
5. Μεταφέρουμε τα λυμμένα κύτταρα σε eppendorfs του 1.5 ml, τα 
ανακατεύουμε πολύ καλά και τα κρατάμε στον πάγο.
6. Φυγοκεντρούμε στις 11000 rpm για 2 min στους 4°C.
7. Μεταφέρουμε το υπερκείμενο υγρό σε νέα eppendorfs και τα 
κρατάμε στον πάγο ώσπου να ξεκινήσουμε τη μέτρηση.
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8. Προσθέτουμε 100 μΐ (μπορεί να διαφέρει) από το υπόστρωμα της 
τεχνικής της λουσιφεράσης (πρέπει να βρίσκεται σε θερμοκρασία 
δωματίου πριν τη χρήση αλλά φυλάσσεται στους -80°C) σε 5 μΐ (ή 
και περισσότερα) από το δείγμα μας (cell extract). Αμέσως 
ανακινούμε, μετράμε την εκπομπή φωτονίων στο λουμινόμετρο 
και καταγράφουμε τα αποτελέσματα.
2.11. Η τεχνική της β-γαλακτοσιόάσης.
Το γονίδιο LacZ από την E.coli, το οποίο κωδικοποιεί για το ένζυμο 
β-γαλακτοσιδάση, βρίσκεται ανάμεσα στα πιο βασικά γονίδια αναφοράς. Η 
β-γαλακτοσιδάση καταλύει την υδρόλυση ποικίλων β-γαλακτοζιτών. Το 
πλασμίδιο που περιέχει το γονίδιο LacZ είναι το pCMV-LacZ. Ανοδικά του 
γονιδίου της β-γαλακτοσιδάσης υπάρχει έναν υποκινητής SV40 που 
εξασφαλίζει ότι το γονίδιο θα εκφραστεί αν φυσικά εισέλθει στα κύτταρα 
των θηλαστικών. Η β-γαλακτοσιδάση χρησιμοποιείται για την 
κανονικοποίηση των αποτελεσμάτων από την τεχνική της λουσιφεράσης 
αφού υποδεικνύει τον αριθμό των κυττάρων που μετασχηματίστηκαν. 
Υποθέτουμε πως σε ότι ποσοστό κυττάρων εκφράζεται η β-γαλακτοσιδάση 
στο ίδιο ποσοστό κυττάρων έχει εισέλθει και το πλασμίδιο που περιέχει τη 
λουσιφεράση καθώς και το πλασμίδιο που περιέχει το τμήμα του γονιδίου 
του cNSCLl. Το πρωτόκολλο που ακολουθήσαμε είναι το εξής:
1. Προσθέτουμε σε ένα eppendorf του 1.5 ml (σε σύνολο 600 μΐ):
0.1 Μ Na2HP04 456 μΐ
ONPG 132 μΐ
lOOxSalt 6 μΐ
Cell extract 6 μΐ
2. Επωάζουμε τα δείγματα στους 37°C για όσο χρειαστεί ώσπου να 
πάρουν τα δείγματα ένα κίτρινο χρώμα.
3. Όταν τα πρώτα δείγμα κιτρινίσουν προσθέτουμε 200 μΐ 1 Μ Na2C03 
για να σταματήσει η αντίδραση.
4. Τέλος μετράμε την απορρόφηση των δειγμάτων στα 410 nm και 
καταγράφουμε τα αποτελέσματα.
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3. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ
Η κωδική περιοχή του γονιδίου του μεταγραφικού παράγοντα cNSCL 1 
δίνεται παρακάτω:
1
ATGCTCAACTCGGAGCAGACAGAGCTCGACCTCCCGCCCGCGCA
45
CTCCGAGCCCGAATCCGTCTTCAGCGACTGCGGCCGCGTGGGCGG
90
CGCGGAGGAGTCCGGCGTCGCTTTGTGCCCTCAGCCCCGCGGGGC
135
CGAGCAGGCAGAGGCGGTGAAGAAGGACCTGCAGCACCTGAGC
-*b’ b’<— —*■ basic
C GGG AGG AGC GGCGGCGGCGGC GGCG A ACC ACGGCC A AGT ACC
221 basic*----->HLH
GCACAGCCCACGCCACGAGGGAACGCATCCGCGTGGAAGCCTTC
265
A ACAT GGCCTTCGCCGAGCT GCGCAAGCT GCT GCCCACGCT GCCG 
310
CCCGACAAGAAGCTCTCCAAGATTGAGATCCTTCGCCTGGCTATC
355 HLH<-
TGCTACATCTCCTACCTGAACCACGTGCTGGATGTCTGA
Σχεδιάσαμε τους εκκινητές που φαίνονται στον Πίνακα 2 και τους 
χρησιμοποιήσαμε σε αντιδράσεις PCR χρησιμοποιώντας ως μήτρα DNA την 
παραπάνω κωδική περιοχή του cNSCL 1. Το αποτέλεσμα ήταν να 
δημιουργήσουμε ελλειπτικές περιοχές του γονιδίου του cNSCLl, οι οποίες 
φαίνονται στην Εικόνα 5.
33
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
08/12/2017 02:00:30 EET - 137.108.70.7
130 aa 
55 aa
77 aa 
71 aa
65 aa
Εικόνα 5. Ελλειπτικές κατασκευές της κωδικής περιοχής του cNSCLl γονιδίου (Ονομάζονται Α- 
Ε). Οι αριθμοί πάνω στα βέλη αναπαριστάνουν τον αριθμό του εκκινητή που χρησιμοποιήθηκε 
και η αλληλουχία του δίνεται στον Πίνακα 2. Η b’ περιοχή είναι μία περιοχή η οποία είναι 
πλούσια σε κατάλοιπα αργινίνης και έχει χαρακτηριστεί ως περιοχή πλούσια σε βασικά 
αμινοξέα.
Στη συνέχεια ενσωματώσαμε τις διάφορες ελλειπτικές κατασκευές 
του cNSCLΙστόν πλασμιδιακό φορέα pBxGI και κλωνοποιήσαμε επιτυχώς 
με αυτές τις κατασκευές βακτηριακά στελέχη DH10B της E.coli. Στην 
Εικόνα 6 φαίνονται οι 5 ελλειπτικές κατασκευές του γονιδίου του cNSCL 1 
που προήλθαν από την PCR ενίσχυση καθώς και αυτές που προήλθαν από 
την πέψη του πλασμιδιακού DNA των κλωνοποιημένων βακτηρίων με τα 
ένζυμα περιορισμού EcoRI και BamHI. Με αυτό τον τρόπο επιβεβαιώσαμε 
πως τα μετασχηματισμένα βακτήρια περιείχαν το σωστό τμήμα του γονιδίου 
του cNSCLl που θέλαμε εξαρχής να εισάγουμε.
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Εικόνα 6. Σε αυτή την εικόνα φαίνονται τα 
προϊόντα Α-Ε που προέκυψαν από την PCR 
αντίδραση καθώς και τα προϊόντα Α’-Ε’ που 
προέκυψαν έπειτα από πέψη των 
ανασυνδυασμένων πλασμιδίων από τα 
κλωνοποιημένα βακτήρια με τα ένζυμα 
περιορισμού EcoRl και BamHI. Από την 
πέψη αυτή προέκυψαν όχι μόνο τα προϊόντα 
Α-Ε αλλά και ο πλασμιδιακός φορέας. 
p=pBxGI πλασμιδιακός φορέας, λ=ϋΝΑ 
ladder λ/HindIII
Όταν στείλαμε για αλληλούχιση τα δείγματα του πλασμιδιακού DNA που 
είχαμε απομονώσει σε μικρή κλίμακα (από mini preps), χρησιμοποιώντας 
τους ίδιους εκκινητές με αυτούς που χρησιμοποιήθηκαν για την PCR 
αντίδραση, η αλληλουχία για τις 5 ελλειπτικές κατασκευές του cNSCLl 
γονιδίου (Α-Ε) ήταν σωστές. Όταν αργότερα απομονώσαμε τα ίδια δείγματα 
του πλασμιδιακού DNA σε μεγάλη κλίμακα και τα στείλαμε για 
αλληλούχιση παρατηρήσαμε πως οι ελλειπτικές κατασκευές Α και Γ του 
cNSCLl είχαν αποκτήσει μία σημειακή μετάλλαξη στη θέση 205 (A—>G) 
χωρίς να αλλάζει το αμινοξύ (αλανίνη, Α) που κωδικοποιεί το συγκεκριμένο 
κωδικόνιο που αλλάζει (ACC—»GCC).
Αποτελέσιιατα από τ« transfections.
Πραγματοποιήθηκαν μια σειρά από πειράματα συνδιαμόλυνσης των 
κυτταρικών σειρών HEPG2 (Hepatic) και ΗΕΚ293 (Human Embryonic 
Kidney) με τα εξής πλασμίδια: το πλασμίδιο που περιέχει το γονίδιο 
αναφοράς της β-γαλακτοσιδάσης, το πλασμίδιο που περιέχει το γονίδιο 
αναφοράς της λουσιφεράσης καθώς και το πλασμίδιο που περιέχει την 
ελλειπτική κατασκευή του γονιδίου του cNSCLl που μελετάμε κάθε φορά. 
Οι συνθήκες και τα αποτελέσματα του κάθε πειράματος περιγράφονται 
παρακάτω.
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1° ΠΕΙΡΑΜΑ
Το πείραμα αυτό πραγματοποιήθηκε σε 6-well plates σε HEPG2 
κύτταρα. Το πείραμα έγινε εις διπλούν για να ελέγξουμε αν τα 
αποτελέσματα είναι επαναλαμβανόμενα. Στα πηγαδάκια (wells) από το 1-6 
(και από το 7-12 αντίστοιχα) προσθέσαμε τα παρακάτω:
2 pg pCMV-LacZ/well, 2 pg pUAS-tk-Luc/well, 6 pg pBlsc KS/well και 2 
pg από τα εξής: A στον pBxGl (στα wells 1,7), B στον pBxGI (στα wells 
2,8), Γ στον pBxGI (στα wells 3,9), Δ στον pBxGI (στα wells 4,10), E στον 
pBxGI (στα wells 5,11), pBxGI (στα wells 6,12).
Για την τεχνική της λουσιφεράσης (όπου RLU=Relative Lusiferase 
Units) και της β-γαλακτοσιδάσης χρησιμοποιήθηκαν 5 μΐ cell extract. Τα 
αποτελέσματα από το πείραμα παρουσιάζονται παρακάτω:
α.α δείγματος Λουσιφεράση (RLU/s) β-γαλακτοσιδάση
Λουσιφεράση
(normalized)
589,8 0,625 368,625
2 5911 0,795 4699,245
~Ύ 712,8 0,5639 401,94792
4 2525 0,364 919,1
5 633 0,6513 412,2729
6 6940 0,865 6003,1
7 633,9 0,696 441,1944
8 5790 0,603 3491,37
9 694,3 0,536 372,1448
10 3492 0,382 1333,944
11 727,1 0,509 370,0939
12 6217 0,647 4022,399
Σύμφωνα με τα αποτελέσματα σχεδιάζουμε το παρακάτω διάγραμμα, όπου 
στον οριζόντιο άξονα έχουμε τον αριθμό του δείγματος και στον 
κατακόρυφο τις κανονικοποιημένες τιμές της λουσιφεράσης σύμφωνα με τα 
αποτελέσματα της τεχνικής της β-γαλακτοσιδάσης.
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ΠΕΙΡΑΜΑ 1
9 4
α.α δείγματος
Από το συγκεκριμένο πείραμα φαίνεται πως όταν χρησιμοποιούμε τον 
pBxGI χωρίς να φέρει κάποιο τμήμα του γονιδίου του cNSCLl έχουμε τη 
μεγαλύτερη ενεργοποίηση του γονιδίου αναφοράς της λουσιφεράσης. 
Δεύτερη κατά σειρά μεγάλη ενεργοποίηση του cNSCLl δίνει το τμήμα Β 
στον pBxGI και ακολουθεί το τμήμα Δ στον pBxGI. Αυτό λοιπόν το 
πείραμα μας δείχνει πως το γονίδιο του cNSCLl μάλλον δρα σαν 
καταστολέας της μεταγραφής παρά σαν ενεργοποιητής και οι βασικές 
περιοχές που ευθύνονται γι’ αυτήν την καταστολή φαίνεται να είναι η 
βασική περιοχή και η HLH περιοχή του γονιδίου του cNSCLl.
2° ΠΕΙΡΑΜΑ
Το πείραμα αυτό πραγματοποιήθηκε σε 12-well plates, ακτίνας 1.25 cm, σε 
HEPG2 κύτταρα. Και αυτό το πείραμα έγινε εις διπλούν. Οι αναλογίες των 
πλασμιδίων (Συνολικά 2 pg/well) που χρησιμοποιήθηκαν δίνονται στον 
παρακάτω πίνακα:
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CLGI 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
δείγματος (13) (14) (15) (16) (17) (18) (19) (20) (21) (22) I23L (24)
Α στον 50 200 500
pBxGl ng ng ng
Β στον 50 200 500
pBxGl ng ng ng
pBxGl 50 200 500
ng ng ng
pUAS-tk- 1 1 1 1 1 1 1 500 200 1 1 1
Luc μμ μμ μμ μμ gg μμ μμ ng ng μμ μμ μμ
pCMV- 300 300 300 300 300 300 300 300 300 300 300 300
LacZ ng ng ng ng ng ng ng ng ng ng ng ng
pBlsc KS 650 500 200 650 500 200 700 1200 1500 650 500 200
ng 2Q£_Jig ng ng__ [ng__ ng ng___ing___ ng ng ng
Για την τεχνική της λουσκρεράσης χρησιμοποιήθηκαν 5 μΐ cell extract 
και για την τεχνική της β-γαλακτοσιδάσης χρησιμοποιήθηκαν 20 μΐ cell 
extract. Τα αποτελέσματα από το πείραμα παρουσιάζονται παρακάτω:
α.α. δείγματος Λουσιφεράση (RLU/s) β-γαλακτοσιδάση Λουσιφεράση (normalized)
1 532,6 0,4107 218,73882
2 236,5 0,3422 80,9303
3 121,3 0,2332 28,28716
4 2384 0,2545 606,728
5 1059 0,1626 172,1934
6 1011 0,2871 290,2581
7 1080 0,2457 265,356
8 814,2 0,2835 230,8257
9 193,9 0,1622 31,45058
10 1689 0,385 650,265
11 790,8 0,1097 86,75076
12 1045 0,2955 308,7975
13 638,7 0,4255 271,76685
14 274,6 0,3715 102,0139
15 106,7 0,2034 21,70278
16 2021 0,2925 591,1425
17 1234 0,1918 236,6812
18 1069 0,1848 197,5512
19 1173 0,189 221,697
20 972 0,2058 200,0376
21 195,9 0,1107 21,68613
22 2836 0,4068 1153,6848
23 658,8 0,0878 57,84264
24 862 0,1608 138,6096
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Σύμφωνα με τα αποτελέσματα σχεδιάζουμε το παρακάτω διάγραμμα, όπου 
στον οριζόντιο άξονα έχουμε τον αριθμό του δείγματος και στον 
κατακόρυφο τις κανονικοποιημένες τιμές της λουσιφεράσης σύμφωνα με τα 
αποτελέσματα της τεχνικής της β-γαλακτοσιδάσης.
ΠΕΙΡΑΜΑ 2
1 13 2 14 3 15 4 16 5 17 6 18 7 19 8 20 9 21 10 22 11 23 12 24
α.α.δείγματος
Το παρόν πείραμα έγινε με σκοπό να βρούμε σε τι συγκεντρώσεις πρέπει να 
χρησιμοποιούμε τα πλασμίδια με ή χωρίς το τμήμα του γονιδίου του 
cNSCLl για να παίρνουμε καλύτερα και πιο ξεκάθαρα αποτελέσματα. 
Βλέπουμε ότι γενικά σε χαμηλότερες συγκεντρώσεις του pBxGI με το 
τμήμα του γονιδίου του cNSCLl έχουμε καλύτερα αποτελέσματα και 
μπορούμε να τα συγκρίνουμε ευκολότερα με τα αποτελέσματα στις 
περιπτώσεις που δεν υπάρχει το πλασμίδιο του pBxGI. Βέβαια, στην 
περίπτωση του pBxGI χωρίς το τμήμα του γονιδίου του cNSCLl τα 
αποτελέσματα δείχνουν μεγάλη απόκλιση μεταξύ τους δυσκολεύοντας τις 
παρατηρήσεις μας. Είναι περίεργο το γεγονός ότι στις περιπτώσεις όπου δεν 
έχουμε το πλασμίδιο pBxGI έχουμε ενεργοποίηση του γονιδίου της 
λουσιφεράσης καθώς στον φορέα του γονιδίου της λουσιφεράσης δεν 
υπάρχει ευκαρυωτικός υποκινητής.
3° ΠΕΙΡΑΜΑ
Το πείραμα αυτό πραγματοποιήθηκε σε 6-well plates σε HEPG2 κύτταρα. 
Και αυτό το πείραμα έγινε εις διπλούν. Οι αναλογίες των πλασμιδίων 
(Συνολικά 6 μg/well) που χρησιμοποιήθηκαν δίνονται στον παρακάτω 
πίνακα:
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α.α δείγματος 1(7) 2(8) 3(9) 4(10) .5(11)___ iMm___
pCMV-LacZ 1 gg 1 gg 1 gg 1 gg ibs____ pt gg
pG5B-Luc i gg i gg 4-yg___ .
pUAS-tk-Luc 1 gg 1 gg Jj!S___
Α στον pBxGI 500 ng 500 ng
pBxGI 500 ng 500 ng
pBlsc KS 4gg 4gg 3.5 gg 3.5 gg 3.5 gg 3.5 gg
Για την τεχνική της λουσιφεράσης και της β-γαλακτοσιδάσης 
χρησιμοποιήθηκαν 5 μΐ cell extract. Τα αποτελέσματα από το πείραμα 
παρουσιάζονται παρακάτω:
α.α δείγματος
Λουσιφεράση
(RLU/s) β-γαλακτοσιδάση Λουσιφεράση (normalized)
1 109,9 0,6292 69,14908
2 3292 0,4095 1348,074
3 20,73 0,4122 8,544906
4 663,3 0,3087 204,76071
5 97,9 0,28 27,412
6 4020 0,2376 955,152
7 93,6 0,6169 57,74184
8 4399 0,4382 1927,6418
9 18,33 0,3461 6,344013
10 1056 0,4146 437,8176
11 102,3 0,3992 40,83816
12 3034 0,1695 514,263
Σύμφωνα με τα αποτελέσματα σχεδιάζουμε το παρακάτο) διάγραμμα, όπου 
στον οριζόντιο άξονα έχουμε τον αριθμό του δείγματος και στον 
κατακόρυφο τις κανονικοποιημένες τιμές της λουσιφεράσης σύμφωνα με τα 
αποτελέσματα της τεχνικής της β-γαλακτοσιδάσης.
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ΠΕΙΡΑΜΑ 3
Στο συγκεκριμένο πείραμα χρησιμοποιήθηκε σαν πλασμίδιο που φέρει το 
γονίδιο της λουσκρεράσης το pG5B-Luc, εκτός από το pUAS-tk-Luc. Αυτό 
συνέβη γιατί η περιοχή tk (thymidine kinase) του pUAS-tk-Luc περιέχει 
θέσεις πιθανής σύνδεσης μεταγραφικών παραγόντων κάτι που μπορεί να 
ήταν η αιτία του παράδοξου αποτελέσματος που πήραμε απουσία του 
πλασμιδίου pBxGI στο προηγούμενο πείραμα. Βλέπουμε ότι πράγματι 
απουσία του pBxGI και παρουσία του πλασμιδίου pG5B-Luc παίρνουμε 
μηδενικές τιμές όπως θα έπρεπε. Επίσης παρατηρούμε πως παρουσία του 
pG5B-Luc δεν έχουμε ενεργοποίηση από το Α στον pBxGI ούτε από τον 
pBxGI μόνο του. Από δω και στο εξής λοιπόν θα χρησιμοποιούμε το pG5B- 
Luc ως φορέα του γονιδίου της λουσκρεράσης.
4° ΠΕΙΡΑΜΑ
Το πείραμα αυτό πραγματοποιήθηκε σε 6-well plates σε HEPG2 κύτταρα. 
Και αυτό το πείραμα έγινε εις διπλούν. Οι αναλογίες των πλασμιδίων 
(Συνολικά 6 pg/well) που χρησιμοποιήθηκαν δίνονται στον παρακάτω 
πίνακα:
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α.α δείγματος 1(7) 2(8) 3(9) 4(10) 5(11) 6(12)
pCMV-LacZ 1 Mg 1 Mg 1 Mg 1 Mg 1 Mg
pG5B-Luc 1 Mg 1 Mg * Mg
pUAS-tk-Luc 1 Mg 1 Mg
Α στον pBxGI 500 ng
B στον pBxGI 500 ng
Γ στον pBxGI 500 ng
pBxGI 500 ng
pBIsc KS 4 Mg 3.5 pg 3.5 μg 3.5 pg 3·5 μ$,
Για την τεχνική της λουσιφεράσης χρησιμοποιήθηκαν 5 μΐ cell extract 
Kat για την τεχνική της β-γαλακτοσιδάσης χρησιμοποιήθηκαν 10 μ1 cell 
extract. Τα αποτελέσματα από το πείραμα παρουσιάζονται παρακάτω:
α.α δείγματος
Λουσιφεράση
(RLU/s) β-γαλακτοσιδάση Λουσιφεράση (normalized)
1 0,063 0,0045 0,0002835
2 26 0,3905 10,153
3 44,97 0,5519 24,818943
4 8,75 0,2699 2,361625
5 39,83 0,475 18,91925
6 6,653 0,4005 2,6645265
7 0,03 0,014 0,00042
8 27,79 0,035 0,97265
9 22,3 0,268 5,9764
10 10,84 0,292 3,16528
11 18,91 0,2182 4,126162
12 3,56 0,203 0,72268
Σύμφωνα με τα αποτελέσματα σχεδιάζουμε το παρακάτω διάγραμμα, όπου 
στον οριζόντιο άξονα έχουμε τον αριθμό του δείγματος και στον 
κατακόρυφο τις κανονικοποιημένες τιμές της λουσιφεράσης σύμφωνα με τα 
αποτελέσματα της τεχνικής της β-γαλακτοσιδάσης.
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ΠΕΙΡΑΜΑ 4
α.α δείγματος
Στο παρόν πείραμα βλέπουμε πως όταν δεν έγινε transfection δεν είχαμε 
ενεργοποίηση του γονιδίου της λουσιφεράσης, που είναι απολύτως 
φυσιολογικό. Όσον αφορά τα υπόλοιπα αποτελέσματα οι τιμές υστερούν σε 
επαναληψιμότητα, με εξαίρεση τα δείγματα 4 (10) και 6 (12). Στα δείγματα 
4 (10) και 6 (12) βλέπουμε χαμηλή ενεργοποίηση του γονιδίου της 
λουσιφεράσης από τα τμήματα Α στον pBxGI και Γ στον pBxGI αντίστοιχα.
5° ΠΕΙΡΑΜΑ
Το πείραμα αυτό πραγματοποιήθηκε σε 6-well plates σε HEPG2 κύτταρα. 
Αυτό το πείραμα δεν έγινε εις διπλούν. Οι αναλογίες των πλασμιδίων 
(Συνολικά 6 pg/well) που χρησιμοποιήθηκαν δίνονται στον παρακάτω 
πίνακα:
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α.α
δείγματος
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
pCMV- 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
LacZ μμ μμ μμ μμ μμ μμ μμ μμ μμ μμ μμ μμ
pG5B-Luc 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
μμ μμ μμ μμ μμ μμ μμ μμ μμ μμ μμ μμ
pUAS-tk-
Luc
A στον 100 500
pBxGI ng ng
B στον 100 500
pBxGI «μ °μ
Γ στον 100 500
pBxGI ng ng
A στον 100 500
pBxGI ng ng
E στον 100
pBxGI °μ
pBxGI 100 500
ng ng
pBlsc KS 4 3.9 3.5 3.9 3.5 3.9 3.5 3.9 3.5 3.9 3.5 3.9
_μ&_ μμ μμ μμ ..μμ μμ μμ μμ μμ μμ μμ ...
Για την τεχνική της λουσιφεράσης χρησιμοποιήθηκαν 7 μΐ cell extract 
και για την τεχνική της β-γαλακτοσιδάσης χρησιμοποιήθηκαν 10 μΐ cell 
extract. Τα αποτελέσματα από το πείραμα παρουσιάζονται παρακάτω:
α.α δείγματος
Λουσιφεράση
(RLU/s) β-γαλακτοσιδάση Λουσιφεράση (normalized)
1 44,68 0,272 12,15296
2 69,46 0,3784 26,283664
3 125,6 0,6038 75,83728
4 28,27 0,2586 7,310622
5 31,17 0,4163 12,976071
6 104,2 0,3652 38,05384
7 125,1 0,4744 59,34744
8 25,53 0,3533 9,019749
9 17,14 0,4472 7,665008
10 66,43 0,3664 24,339952
11 86,86 0,5071 44,046706
12 41,76 0,502 20,96352
Σύμφωνα με τα αποτελέσματα σχεδιάζουμε το παρακάτω διάγραμμα, όπου 
στον οριζόντιο άξονα έχουμε τον αριθμό του δείγματος και στον
44
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
08/12/2017 02:00:30 EET - 137.108.70.7
κατακόρυφο τις κανονικοποιημένες τιμές της λουσιφεράσης σύμφωνα με τα 
αποτελέσματα της τεχνικής της β-γαλακτοσιδάσης.
Στο συγκεκριμένο πείραμα βλέπουμε ενεργοποίηση του γονιδίου της 
λουσιφεράσης από τον pBxGI, από το Β στον pBxGI, από το Δ στον pBxGI 
και από το Ε στον pBxGI, η οποία μάλιστα αυξάνεται όταν αυξάνεται η 
συγκέντρωση του πλασμιδίου.
6° ΠΕΙΡΑΜΑ
Το πείραμα αυτό πραγματοποιήθηκε σε 6-well plates σε HEPG2 κύτταρα. 
Αυτό το πείραμα δεν έγινε εις διπλούν. Οι αναλογίες των πλασμιδίων που 
χρησιμοποιήθηκαν δίνονται στον παρακάτω πίνακα:
α.α
δείγματος
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
pCMV-
LacZ
1
gg
1 gg 1 gg 1 gg 1 gg 1 gg 1 gg 1 gg 1 gg 1 gg 1 gg 1 gg
pG5B-Luc 1
JUE
1 gg 1 gg 1 gg 1 gg 1 gg 1 gg 1 gg 1 gg 1 gg 1 gg 1 gg
pUAS-tk-
Luc
A στον
pBxGI
20
ng
50
ng
Β στον
pBxGI
20
ng
50
ng
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Γ στον
pBxGI
20
ng
50
ns
\ στον 20 50
pBxGI ng ng
Ε στον 20
pBxGI ng
pBxGI 20 50
ng ng
pBlsc KS 4 1.98 1.95 1.98 1.95 1.98 1.95 1.98 1.95 1.98 1.95 1.98
J^L Jig__ Mg.... Jig__ l-Mg... Mg...,Jig__ Jig__ Jig__ Jig__ Mg Mg
Για την τεχνική της λουσιφεράσης χρησιμοποιήθηκαν' 7 μΐ cell extract 
και για την τεχνική της β-γαλακτοσιδάσης χρησιμοποιήθηκαν 7 μΐ cell 
extract. Τα αποτελέσματα από το πείραμα παρουσιάζονται παρακάτω:
α.α. δείγματος Λουσιφεράση (RLU/s) β-γαλακτοσιδάση Λουσιφεράση (normalized)
1 16 0,3384 5,4144
2 8,05 0,1902 1,53111
3 5,374 0,1042 0,5599708
4 7,237 0,1267 0,9169279
5 6,715 0,1893 1,2711495
6 7,072 0,1196 0,8458112
7 7,154 0,1033 0,7390082
6,936 0,2053 1,4239608
9 4,002 0,1192 0,4770384
10 4,511 0,097 0,437567
11 3,927 0,0925 0,3632475
12 4,947 0,1126 0,5570322
Σύμφωνα με τα αποτελέσματα σχεδιάζουμε το παρακάτω διάγραμμα, όπου 
στον οριζόντιο άξονα έχουμε τον αριθμό του δείγματος και στον 
κατακόρυφο τις κανονικοποιημένες τιμές της λουσιφεράσης σύμφωνα με τα 
αποτελέσματα της τεχνικής της β-γαλακτοσιδάσης.
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ΠΕΙΡΑΜΑ 6
Από το πείραμα αυτό διαπιστώνουμε ότι χρησιμοποιήσαμε πολύ μικρές 
συγκεντρώσεις (20 ng και 50 ng) από το πλασμίδιο pBxGI με ή χωρίς 
κάποιο τμήμα του γονιδίου του cNSCLl για να πάρουμε αποτελέσματα. Η 
βασική ενεργοποίηση της λουσιφεράσης απουσία του φορέα pBxGI (στο 1) 
ήταν παρούσα και στα προηγούμενα πειράματα κάτι που προτείνει πως στα 
HEPG2 κύτταρα υπάρχει μία βασική ενεργοποίηση του γονιδίου της 
λουσιφεράσης.
7° ΠΕΙΡΑΜΑ
Το πείραμα αυτό πραγματοποιήθηκε σε 12-well plates σε ΗΕΚ293 κύτταρα. 
Αυτό το πείραμα έγινε εις διπλούν. Οι αναλογίες των πλασμιδίων (Συνολικά 
2 μg/well) που χρησιμοποιήθηκαν δίνονται στον παρακάτω πίνακα:
α.α. δείγματος 1(7) 2(8) 3(9) 4(10) 5(11) 6(12)
pCMV-LacZ* 500 ng 500 ng 500 ng 500 ng 500 ng 500 ng
pGL3-basic 500 ng
pG5B-Luc 500 ng 500 ng 500 ng 500 ng 500 ng
pBxGI 200 ng
B στον pBxGI 200 ng
A στον pBxGI 200 ng
E στον pBxGI 200 ng
pBlsc KS 1 pg 1 pg 800 ng 800 ng 800 ng 800 ng
Το ίδιο πείραμα έγινε και για HEPG2 κύτταρα αλλά το transfection απέτυχε.
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Για την τεχνική της λουσιφεράσης χρησιμοποιήθηκαν 10 μΐ cell extract 
(σε άλλο λουμινόμετρο από τα προηγούμενα πειράματα) και για την τεχνική 
της β-γαλακτοσιδάσης χρησιμοποιήθηκαν 15 μΐ cell extract. Τα 
αποτελέσματα από το πείραμα παρουσιάζονται παρακάτω:
α.α. δείγματος Λουσιφεράση (RLU/s) β-γαλακτοσιδάση Λουσιφεράση (normalized)
1 7776 0,1391 1081,6416
2 6716 0,0923 619,8868
3 8819 0,1483 1307,8577
4 11084 0,2081 2306,5804 1
5 18785 0,2889 5426,9865
6 14453 0,2198 3176,7694
7 8619 0,1504 1296,2976
8 7763 0,0727 564,3701
9 9650 0,2003 1932,895
10 12333 0,1923 2371,6359
11 13817 0,3023 4176,8791
12 15382 0,2338 3596,3116
Σύμφωνα με τα αποτελέσματα σχεδιάζουμε το παρακάτω διάγραμμα, όπου 
στον οριζόντιο άξονα έχουμε τον αριθμό του δείγματος και στον 
κατακόρυφο τις κανονικοποιημένες τιμές της λουσιφεράσης σύμφωνα με τα 
αποτελέσματα της τεχνικής της β-γαλακτοσιδάσης.
Στο παρόν πείραμα βλέπουμε πως οι ελλειπτικές κατασκευές Δ, λιγότερο η 
Ε και ακόμα λιγότερο η Β έχουν ως αποτέλεσμα ενεργοποίηση του γονιδίου 
αναφοράς της λουσιφεράσης. Επίσης χρησιμοποιήσαμε το πλασμίδιο pGL3- 
basic που είναι ο φορέας στον οποίο κλωνοποιήθηκε η GAL4 UAS περιοχή
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και πήραμε τον πλασμιδιακό φορέα pG5B-Luc. Διαπιστώσαμε με αυτόν τον 
τρόπο πως η βασική ενεργοποίηση του γονιδίου της λουσιφεράσης 
οφείλεται μάλλον στη δομή του φορέα pGL3-basic. Η αλλαγή των 
κυττάρων σε ΗΕΚ293 δεν συντέλεσε στην απαλοιφή της βασικής 
ενεργοποίησης του γονιδίου της λουσιφεράσης.
* Εδώ χρησιμοποιήσαμε ένα πλασμίδιο pCMV-LacZ που πήραμε από το 
εργαστήριο απ’ όπου πήραμε και το πλασμίδιο pG5B-Luc.
4. ΣΥΖΗΤΗΣΗ
Ο cNSCLl (chick NSCL1) εκφράζεται, αρχικά στην ανάπτυξη του 
εγκεφάλου του εμβρύου του κοτόπουλου, στην υποεπενδυματική στοιβάδα 
όπου βρίσκονται κύτταρα μεταμιτωτικά και όχι στην επενδυματική 
στοιβάδα όπου βρίσκονται πολλαπλασιαζόμενα κύτταρα (μέχρι την 8η 
ημέρα). Υπερέκφραση του cNSCLl στον εγκέφαλο εμβρύου κοτόπουλου 
είχε ως αποτέλεσμα το θάνατο του εμβρύου στη μέση της κύησης και την 
παραμόρφωση των εγκεφάλων με μειωμένο μέγεθος παρεγκεφαλίδας κ.α. 
(Chuan-Ming Li et al., 1999). Βρέθηκε επίσης, πως υπερέκφραση του 
cNSCLl σε έμβρυα κοτόπουλου μετά τη σύλληψη τους, είχε ως αποτέλεσμα 
την ανάπτυξη μικρών ματιών με περιορισμένη δραστηριότητα 
πολλαπλασιασμού στο νευρικό επιθήλιο του αμφιβληστροειδούς χιτώνα και 
μαζικό κυτταρικό θάνατο στον αμφιβληστροειδή (Chuan-Ming Li et 
al., 1999). Έκτοπη έκφραση του cNSCLl σε έμβρυο κοτόπουλου, τη 
δεύτερη μέρα μετά τη σύλληψη του, είχε ως αποτέλεσμα το θάνατο του 
εμβρύου το πολύ μέχρι τη 13η ημέρα. Επίσης σε αυτά τα έμβρυα 
παρατηρήθηκαν ανωμαλίες στην ανάπτυξη του ράμφους, παραμόρφωση του 
κρανίου, μείωση του μήκους των άκρων, δυσμορφίες στα οστά του 
σκελετού με αποτέλεσμα την έλλειψη της φυσιολογικής κυρτότητας του 
σώματος καθώς και οι ανωμαλίες στον εγκέφαλο που αναφέρθηκαν 
προηγουμένως (Run-Tao Yan and Shu-Zhen Wang, 2001). Ακόμα σε knock 
out (K.O) ποντίκια για τον NSCL1 παρατηρήθηκε πως τα ομόζυγα για την 
έλλειψη του NSCL1 ποντίκια φαίνονταν καθ’ όλα φυσιολογικά (Markus 
Kruger and Thomas Braun, 2002) αλλά πέθαιναν πρώιμα. Στον πρώτο χρόνο 
της ζωής τους πέθαιναν το 25% των Κ.Ο ποντικών σε σχέση με τα 
φυσιολογικά ποντίκια όπου η θνησιμότητα στον πρώτο χρόνο ήταν 
μηδενική. Βρέθηκε, λοιπόν, ότι η έλλειψη του NSCL1 είχε ως αποτέλεσμα 
μείωση του παρασυμπαθητικού τόνου, αρρυθμία προκαλούμενη από
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καταστάσεις άγχους και αυξημένη θνησιμότητα στα ποντίκια (Tiziana 
Cogliati et al., 2002).
Από τα παραπάνω παραδείγματα γίνεται εμφανής η σημασία του 
μεταγραφικού παράγοντα της οικογένειας bHLH, NSCL1 καθώς και οι 
λόγοι για τους οποίους κάποιος επιλέγει να τον μελετήσει. Στην παρούσα 
μελέτη προσπαθήσαμε να ρίξουμε φως στη λειτουργία των επιμέρους 
τμημάτων του γονιδίου cNSCLl του κοτόπουλου με το να ερευνήσουμε για 
την περιοχή του γονιδίου που ευθύνεται για τη ρύθμιση της μεταγραφής, 
είτε αυτή είναι ενεργοποίηση ή καταστολή. Μέχρι στιγμής έχει αναφερθεί 
πως η πρωτεΐνη NSCL1 είναι ενεργοποιητής της μεταγραφής όταν 
ετεροδιμερίζεται με την πρωτεΐνη ΜΕ1. Διαπιστώσαμε ότι χρειάζεται πολύς 
χρόνος και κόπος μέχρι να εντοπιστεί και να αναγνωριστεί χωρίς αμφιβολία 
η ρυθμιστική περιοχή του γονιδίου. Από τα πειράματα που 
πραγματοποιήσαμε μπορούν να βγουν κάποια συμπεράσματα, υπάρχουν 
όμως πολλά ερωτηματικά ακόμα τα οποία πρέπει να απαντηθούν. 
Παρατηρήσαμε ότι υπάρχει ενεργοποίηση του γονιδίου αναφοράς της 
λουσιφεράσης όταν πραγματοποιήσαμε διαμόλυνση HEPG2 και ΗΕΚ293 
θηλαστικών κυττάρων με τα πλασμίδια τα οποία περιέχουν τις ελλειπτικές 
κατασκευές Β, Δ και Ε του cNSCLl γονιδίου ενώ το γονίδιο της 
λουσιφεράσης δεν φάνηκε να ενεργοποιείται από τις ελλειπτικές 
κατασκευές Α και Γ του cNSCLl γονιδίου. Βέβαια είναι περίεργο το 
γεγονός ότι η ενεργοποίηση προέρχεται από τρεις περιοχές που καλύπτουν 
όλο το μήκος του γονιδίου του cNSCLl (Β,Δ και Ε) και οι οποίες δεν έχουν 
καμία κοινή περιοχή μεταξύ τους (μόνο οι Β και Δ έχουν κοινή την Ν- 
τελική περιοχή). Επίσης είναι ακόμα πιο περίεργο το γεγονός ότι δεν έχουμε 
ενεργοποίηση όταν χρησιμοποιούμε ολόκληρο το μήκος της κωδικής 
περιοχής του cNSCLl. Έτσι, βλέπουμε πως δύο διαφορετικές περιοχές της 
κωδικής περιοχής του γονιδίου του cNSCLl μπορούν η κάθε μία χωριστά 
να προκαλέσουν μεταγραφική ενεργοποίηση αλλά όταν αυτές οι περιοχές 
βρεθούν μαζί τότε η ενεργοποιητική τους δράση καταστέλλεται.
Η εύρεση της περιοχής του μεταγραφικού παράγοντα NSCL1 που 
ευθύνεται για τη ρύθμιση της μεταγραφής διαφόρων γονιδίων θα βοηθούσε 
στην κατανόηση της δράσης αυτού του μεταγραφικού παράγοντα. Η 
αναγνώριση μιας περιοχής ως ενεργοποιητικής περιοχής του παράγοντα 
NSCL1 θα μπορούσε να χρησιμοποιηθεί ευρέως για τον έλεγχο μίας άλλης 
περιοχής διαφορετικής πρωτεΐνης για δράση σύνδεσης στο DNA αν φυσικά 
αυτές οι δύο περιοχές συνδυαστούν.
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